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PGC-1α: Peroxisome proliferator-activated receptor γ co-activator 1α, Proteína 1α 
coactivadora del receptor activado por el proliferador de peroxisomas 
PINK1: PTEN-induced putative kinase 1, kinasa putativa 1 inducida por PTEN 
PKA: Protein Kinase A, Proteína quinasa A 
PBS: Phosphate Buffered Saline, Tampón Fosfato Salino 
PDI: Protein Disulfide Isomerase, Proteína Disulfuro Isomerasa 
 
RAR: Receptor de Ácido Retinoico 
Redox: Óxido-Reducción 
RNS: Reactive Nitrogen Species, Especies Reactivas del Nitrógeno 
ROS: Reactive Oxygen Species, Especies Reactivas del Oxígeno 
RONS: Reactive Oxygen and Nitrogen Species, Especies Reactivas del Oxígeno y del 
Nitrógeno 
 
SBF: Suero Bovino Fetal 
SC: Stem Cell, Célula Madre 
sGC: Soluble Guanylate Cyclase, Guanilato Ciclasa Soluble 
SH-SY5Y: Línea celular de neuroblastoma humano 
SH-SY5Yd: Células SH-SY5Y diferenciadas 
SNC: Sistema Nervioso Central 
SNCA: Alpha-synuclein, Alfa sinucleína 
SOD: Superóxido dismutasa 
 
TPA: 12-O-tetradecanoforbol-13-acetato 
Trk: Receptor Tyrosine Kinase, Receptor de Tirosina Quinasa 
TMB: 3, 3,-5,5-tetramethylbenzidine 
TLR: Toll-like receptor4, Receptor Tipo Toll 
TRX: Tiorredoxina 
3-NP: Ácido Nitropropónico 
TNF-α: Tumor Necrotic Factor-Alpha, Factor de Necrosis Tumoral-Alfa 
 
UA: Unidades Arbitrarias 
 





































Las enfermedades neurodegenerativas, como las de Parkinson, Alzheimer, Huntington 
y la esclerosis lateral amiotrófica, suponen un reto en el área de investigación 
biomédica, debido a su alta prevalencia derivada del envejecimiento de la población y 
a su coste sociosanitario. En la actualidad no existe tratamiento curativo para estos 
procesos y las actuaciones terapéuticas son, por lo tanto, exclusivamente de tipo 
paliativo y de atención social. 
Por estas razones, resulta necesario el planteamiento de nuevas estrategias 
terapéuticas que aborden algunos de los elementos clave de la fisiopatología de estas 
enfermedades. Dos de las bases fisiopatológicas consideradas más importantes para el 
desarrollo y progresión de estas complejas y multifactoriales enfermedades 
neurológicas, son la neuroinflamación y el estrés oxidativo, condiciones ambas que 
están íntimamente relacionadas entre sí. 
Las neuronas y las células gliales son poblaciones celulares susceptibles de sufrir las 
consecuencias derivadas del estrés oxidativo; por un lado, el alto consumo de oxígeno 
que se produce durante su metabolismo y, por otro, su limitada capacidad 
antioxidante, las predispone a tener que responder a una superproducción de especies 
reactivas de oxígeno (ROS) y especies reactivas del nitrógeno (RNS). Estas especies 
reactivas inducen i, un daño directo en las macromoléculas celulares (ADN, proteínas y 
lípidos); ii, la activación de vías de señalización intercelulares, dando como resultado la 
expresión de genes sensibles al estrés y proteínas relacionadas con el daño oxidativo y 
iii, la inflamación mediada por la glía (incluyendo la liberación de mediadores inmunes, 
como el óxido nítrico y citoquinas pro-inflamatorias). 
Teniendo en cuenta estos datos en la actualidad, dos de los principales elementos en la 
investigación para el control de estas enfermedades, son el análisis de la respuesta 
neuronal al estrés oxidativo y la búsqueda de nuevas estrategias dirigidas a prevenir o 
superar la neurotoxicidad inducida por dicho estrés. 
En la presente introducción se abordan los mecanismos de producción de especies 
reactivas del oxígeno (ROS), sus funciones biológicas, los sistemas biológicos 
antioxidantes, el concepto de estrés oxidativo y su influencia en la neurodegeneración, 
para finalizar con las propuestas terapéuticas que tienen como objetivo hacer frente al 
estrés oxidativo: la utilización de agentes farmacológicos antioxidantes naturales y 







































II.1. ESPECIES REACTIVAS DEL OXÍGENO Y DEL NITRÓGENO (RONS) 
En las reacciones biológicas que intervienen en el metabolismo celular se producen 
una gran variedad de especies reactivas del oxígeno (ROS) y especies reactivas del 
nitrógeno (RNS), las cuales resultan fundamentales para la vida celular. A pesar de que 
el oxígeno molecular (O2) es crucial para la vida de la mayor parte de los organismos, se 
trata de una molécula que no es totalmente inocua. Así, el efecto perjudicial del O2 es 
una consecuencia de su reducción metabólica univalente que conlleva la formación de 
moléculas tóxicas químicamente reactivas, denominadas especies reactivas de 
oxígeno. Los ROS engloban a los radicales libres como el anión radical superóxido (O2·
-), 
el radical hidroxilo (OH·), así como otros derivados del O2 como el peróxido de 
hidrógeno (H2O2) y el ácido hipocloroso (HOCl). Los RNS incluyen las diferentes formas 
de óxido nítrico (NO·), el anión nitrosilo (NO-), el catión nitrosonio (NO+) y el 
peroxinitrito (ONOO-) y desempeñan un papel esencial en la señalización celular. Así, 
pueden eliminar de forma efectiva las respuestas dependientes del NO o, por el 
contrario, los compuestos derivados pueden actuar duplicando los efectos del NO o 
antagonizándolos. 
II.1.1. Producción de ROS  
Los RONS pueden tener un origen exógeno y endógeno. Las fuentes de RONS exógenas 
son la luz ultravioleta, la radiación ionizante, ciertos medicamentos o químicos y 
toxinas presentes en el medio ambiente. La producción de los RONS endógenos es 
mediada por las enzimas mitocondriales, del retículo endoplasmático y de los 
peroxisomas (Mani S, 2015; Song P, 2015). 
La mitocondria es la principal productora de RONS en la mayoría de las células. Se han 
propuesto diferentes vías de producción de RONS, las cuales son principalmente 
moduladas por la cadena de transporte de electrones (Mancuso M, 2006). El complejo 
I de la cadena de transporte de electrones es el responsable de la producción de O2
- y 
facilita la transferencia de electrones de la NADH al CoQ, a la vez que los protones son 
traslocados desde la matriz hasta el espacio intermembrana. El complejo II está 
involucrado en la reducción del CoQ, mientras que el complejo III participa en la 
generación de O2






Producción de ROS. El O2
·- es el precursor de la mayoría de los ROS y es capaz de 
modificar diferentes biomoléculas como el ADN y, causar daño en proteínas mediante 
la oxidación de ciertos aminoácidos como el triptófano, la metionina, la histidina y los 
residuos de cisteína. La principal fuente de esta especie reactiva son los complejos I, II 
y III de la cadena respiratoria en la mitocondria. El O2
·- mitocondrial está asociado con 
la regulación de las vías inflamatorias, la síntesis de las citoquinas inflamatorias y los 
mecanismos de la inmunidad innata.  
Este anión es catalizado en la matriz mitocondrial por la superóxido dismutasa (SOD) 
en H2O2.  
 
El H2O2 también se genera en los peroxisomas mediante diferentes enzimas como la 
urato oxidasa, la 1-α-hidroxiácido oxidasa y la D-aminoácido oxidasa (Llesuy S, 1994). 
En el retículo endoplasmático lo hace a través de la autooxidación del citocromo P450 
(FMNH): 
 
El H2O2 es considerado una especie reactiva intermedia de gran importancia ya que 
posee la capacidad de generar OH- en presencia de metales como el hierro mediante la 
reacción de Fenton (Chance B, 1979): 
 
Este radical hidroxilo también se puede generar mediante la reacción de Haber-Weiss, 
donde el radical superóxido reacciona con el peróxido de hidrógeno (Halliwell B, 2006): 
 
Además de la mitocondria, otro importante productor de ROS en las células es el 
retículo endoplasmático. En condiciones fisiológicas normales, las reacciones de 
formación de puentes disulfuro y el plegamiento de proteínas, catalizadas por la 
oxidorreductasa-1 del retículo endoplasmático (ERO-1) y la proteína disulfuro 






condiciones de estrés oxidativo, los niveles de glutatión (GSH) intracelular disminuyen 
al reducir la formación incorrecta de puentes disulfuro durante el plegamiento de 
proteínas, lo cual también genera un aumento de los niveles intracelulares de los ROS 
(Gordillo G, 2010). Además, el gasto de ATP que se produce durante el plegamiento de 
proteínas en un ambiente oxidante puede provocar la fosforilación oxidativa en la 
mitocondria y, como consecuencia, provocar también un aumento en los niveles 
intracelulares de ROS (Bhandary B, 2012; Malhotra JD, 2007). 
Otro orgánulo que interviene en la producción de ROS en las células son los 
peroxisomas. Estos orgánulos participan en numerosas vías metabólicas como la 
oxidación de ácidos grasos, la síntesis de fosfolípidos, el catabolismo de aminoácidos y 
en la ruta de las pentosas fosfato. Bajo condiciones fisiológicas normales, el consumo 
de oxígeno puede conducir a la producción de H2O2 mediante la transferencia de O2 de 
diferentes enzimas como la acil-coA oxidasa, la D-aspartato oxidasa o la urato oxidasa 
(Mani S, 2015). Las catalasas presentes en los peroxisomas descomponen el H2O2 y así 
se mantiene el equilibrio redox (Schrader M, 2006). Cuando los peroxisomas se dañan 
y los niveles de catalasa decrecen, se produce un incremento de H2O2  en el citosol, lo 
que genera un estado de estrés oxidativo en las células (Valko M, 2007). 
La producción de RNS comienza con la reacción del O2·
- con el NO· (generado a partir 
de la L-arginina). El NO· genera otras especies reactivas intermedias capaces de 
desencadenar daño nitrosativo (Drew B, 2002). Una excesiva producción de NO· está 
relacionada con isquemia, enfermedades neurodegenerativas y enfermedades 
inflamatorias crónicas (Lee J, 2004; Salman KA, 2013). 
La reacción entre el O2·
- y el NO· forma ONOO-, especie reactiva con una alta capacidad 
para dañar lípidos, bases de ADN y proteínas (Ahmadinejad F, 2017) o incluso inducir la 







Estas reacciones están catalizadas por la oxido nitrico sintetasa (NOS). Esta enzima 
presenta varias isoformas en función de su localización: la isoforma NOS neuronal 
(nNOS), la cual se expresa en células gliales; la NOS endotelial (eNOS) que se expresa 
en el endotelio vascular; la NOS insensible al calcio (iNOS), cuya expresión puede ser 
inducida por citoquinas y liposacáridos bacterianos (Foerstermann U, 2012) y la 
isoforma localizada en la mitocondria (mtNOS).  
II.1.2. Funciones fisiológicas de los ROS 
Los ROS actúan como mensajeros celulares en múltiples eventos fisiológicos (Droge W, 
2002), entre los que cabe destacar:  
 Regulación de cascadas de señalización celular. Los diferentes tipos de células, 
como los fibroblastos, células del músculo liso vascular, cardiomiocitos o células 
endoteliales, producen ROS a través de la NADPH oxidasa para regular la transmisión 
de señales intracelulares (Thannickal V, 1995; Jones S, 1996). 
 Regulación del tono vascular. La regulación del tono vascular por el guanosin 
monofosfato cíclico (cGMP) es un caso especial. La activación de la enzima guanilato 
ciclasa soluble (sGC) se produce por el H2O2 y el radical NO
· (Wolin M, 1999). La sGC 
cataliza la formación de cGMP, el cual es empleado como un mensajero secundario en 
un gran número de respuestas fisiológicas. La activación de cGMP modula funciones de 
proteínas quinasas, canales iónicos, el tono del músculo liso y la inhibición de la 
adhesión plaquetaria. 
 Sensor de los cambios en la concentración de oxígeno. La homeostasis del 
oxígeno es preservada en los organismos por una fuerte regulación de los glóbulos 
rojos (Acker H, 1995). Se cree que los cambios en la concentración del oxígeno son 
reconocidos por diferentes proteínas productoras de ROS, como el citocromo b.  
 Regulación de la adhesión celular. La adhesión celular juega un papel 
importante en la embriogénesis, la proliferación celular, la diferenciación o en la 
reparación de heridas. Los cambios en las propiedades adhesivas de las células y 
tejidos están relacionados con cambios en el estado redox de la célula (Frenette P, 
1996). 
 Regulación de la respuesta inmune. La activación de linfocitos T durante la 






de células T, como por ejemplo la producción de interleucina-2 (IL-2), pueden ser 
inducidas por la concentración de O2·
- y H2O2 (Los M, 1995). También existe la 
evidencia de que el estado redox intracelular modula la función de los macrófagos 
(Hamuro J, 1999). 
 Inducción de la apoptosis. La entrada en la apoptosis depende del equilibrio 
entre las señales inductoras de la muerte celular, como las provocadas por el 
desequilibrio redox, y las señales inductoras de supervivencia celular, como factores de 
crecimiento y citoquinas (Hengartner M, 2000). 
 Supervivencia celular bajo condiciones de hipoxia. El factor inducible por 
hipoxia (HIF) regula el metabolismo y la supervivencia celular en condiciones de 
hipoxia. El incremento de ROS estabiliza a la subunidad α del factor 1 inducible por 






II.2. SISTEMAS ANTIOXIDANTES CELULARES 
Los RONS pueden ejercer un papel biológico dual, actuando como agentes beneficiosos 
o dañinos, en función de su concentración. Así, mientras una concentración moderada 
de RONS resulta imprescindible para generar los efectos deseados en la respuesta 
celular, una producción excesiva de RONS genera estrés oxidativo, un proceso nocivo 
para la estructura celular mediado por el daño en los lípidos, membranas, proteínas y 
ADN (Schwab L, 2014). Existen una gran variedad de mecanismos antioxidantes con los 
que las células pueden defenderse cuando los RONS exceden sus niveles fisiológicos. 
Estos sistemas pueden ser enzimáticos y no enzimáticos. 
II.2.1. Sistemas antioxidantes enzimáticos 
Las superóxido dismutasas (SODs) son una clase de metaloenzimas fundamentales en 
el sistema de defensa antioxidante del organismo, cuya función es catalizar la 
dismutación del radical superóxido en oxígeno y H2O2 (Fridovich I, 1995). 
 
En los mamíferos existen tres isoformas de la enzima codificadas por tres genes 
diferentes. Las isoformas de SOD difieren en su localización y en el metal unido a ellas. 
La SOD-1 es una enzima citosólica con cobre y zinc como cofactor (Cu/Zn-SOD), la SOD-
2 es una enzima mitocondrial con manganeso en su centro (Mn-SOD) y la SOD-3 es una 
enzima extracelular que contiene Cu/Zn denominada EC-SOD (Sentman M, 2006).  
La importancia fisiológica de las SODs se ha demostrado en numerosos estudios en los 
que una sobreexpresión de las SODs sirve para atenuar las condiciones 
neuropatológicas, como los daños isquémicos (Keller J, 1998) y la enfermedad de 
Alzheimer (Dumont M, 2009; Massaad CA, 2009). 
La catalasa es una enzima antioxidante que se encuentra en casi todos los organismos 
vivos. Su principal función es catalizar la descomposición del H2O2 en agua y oxígeno 







En estudios directamente relacionados con el envejecimiento y la neurodegeneración, 
se muestra que las disfunciones cognitivas relacionadas con la edad pueden ser 
parcialmente paliadas mediante tratamiento con análogos sintéticos SOD/catalasa (Liu 
R, 2003; Clausen A, 2010). 
Las enzimas glutatión peroxidasas (GPx) constituyen un grupo de enzimas 
antioxidantes encargadas principalmente de reducir el H2O2 en agua y los 
hidroperóxidos lipídicos en sus correspondientes alcoholes. Para dichas funciones, la 
GPx requiere de la oxidación del glutatión reducido (GSH), el cual se convierte en 
glutatión disulfuro oxidado (GSSG); posteriormente, éste es reconvertido de nuevo en 
GSH gracias a la acción de la glutatión reductasa (GR, enzima inducible en condiciones 
de estrés oxidativo), en presencia de NADPH (Ballatori N, 2009). 
 
De este modo, el efecto de la GPx y de la GR como enzimas antioxidantes no puede 
disociarse del precursor principal del sistema, el GSH. De hecho, la eficacia de estas 
enzimas en la neuroprotección depende de la disponibilidad del GSH y del GSSG como 
equivalentes de reducción (McLean C, 2005; Donahue A, 2006). 
El grupo de las tiol-disulfuro oxidorreductasas incluye la glutarredoxina (GRX), la 
tiorredoxina (TRX) y la proteína disulfuro isomerasa (Wells WW, 1993). Tanto la GRX 
como la TRX son antioxidantes endógenos que contribuyen a la protección contra el 
estrés oxidativo, actuando específicamente en la formación de puentes disulfuro intra 






Las peroxirredoxinas (PRXs) están involucradas en la descomposición del H2O2, 
hidroperóxidos orgánicos y peroxinitritos (Chae H, 1993). Diversos estudios muestran 
que las PRXs son necesarias para el mantenimiento de la homeostasis en el estado 
redox (Kim S, 2008) y que durante la enfermedad de Alzheimer estas enzimas 
aumentan su concentración en respuesta al incremento de los niveles del péptido β-
amiloide, con el propósito de proteger a las neuronas de la toxicidad inducida por este 
péptido (Zheng Y, 2007). 
II.2.2. Sistemas antioxidantes no enzimáticos 
Además de los sistemas enzimáticos ya mencionados, existen otros sistemas 
antioxidantes no enzimáticos que se describen a continuación. 
El glutatión (GSH, L-g-glutamil-L-cisteinil-glicina) es la molécula antioxidante más 
abundante en el citoplasma celular. El GSH es un tripéptido de glutamato (Glu), cisteína 
(Cys) y glicina (Gly), que interviene en el mantenimiento del estado redox, así como en 
la viabilidad y el óptimo funcionamiento de las células (Aoyama K, 2008). El GSH actúa 
como co-sustrato de la GPx en la reducción del H2O2 y de los lípidos hidroperóxidos 
(Anthonymuthu TS, 2016). 
Como agente antioxidante, el GSH juega un papel muy importante en la defensa 
oxidativa neuronal. Se ha observado que los niveles de GSH disminuyen durante el 
envejecimiento y en múltiples patologías, como la lesión medular traumática y las 
enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer o el Parkinson (Saharan S, 
2014). Esta situación origina una serie de reacciones en cadena que dan como 
resultado, entre otras, una alteración en la homeostasis del calcio, provocando 
finalmente la muerte celular (Kraft R, 2004). 
La vitamina C o ácido ascórbico, es un potente antioxidante que puede neutralizar los 
radicales libres mediante la donación de un átomo de hidrógeno. Durante este proceso 
la vitamina C se convierte en un radical libre, aunque esto carece de importancia, ya 
que el radical de vitamina C es muy estable debido a su estructura. Normalmente el 
Fe2+ es oxidado por el H2O2 dando lugar a Fe
3+ junto a un OH· y un anión hidroxilo en la 
mencionada reacción de Fenton. Tras esta reacción el Fe3+ puede reducirse de nuevo a 









Sin embargo, en presencia de hierro y cobre, la vitamina C puede convertirse en un 
potente pro-oxidante. Ante la entrada de metales contaminantes del exterior o 
durante una lesión cerebral en la que la presencia de hierro y cobre es mayor (Halliwel 
B, 1990), la vitamina C puede acelerar esta última reacción, actuando como un aceptor 
de Fe3+ en lugar del H2O2, ocasionando estrés oxidativo. 
 
Vitamina E es el término genérico referido a un grupo de tocoferoles y tocotrienoles, 
de los cuales el más estudiado es el α-tocoferol, siendo ésta la forma más generalizada 
de vitamina E en el cerebro (Roy S, 2002). La vitamina E es una vitamina liposoluble 
conocida por su papel antioxidante, involucrada en eliminar los ROS formados en las 
membranas sometidas a peroxidación lipídica. 
La coenzima Q10 es una benzoquinona que se encuentra en la mayoría de las células 
transfiriendo electrones en la cadena transportadora de electrones (Voet D, 2008). 
Esta función es lo que hace que la coenzima Q pueda actuar como antioxidante. Por 
esta razón, la coenzima Q es ampliamente empleada como un suplemento alimenticio 
con el objetivo de revertir los efectos producidos por el estrés oxidativo durante el 
envejecimiento y el desarrollo de múltiples patologías como las enfermedades 
mitocondriales (Haas RH, 2007) y las enfermedades neurodegenerativas (Beal M, 
2002). 
La melatonina es la principal hormona pineal derivada del precursor serotonina. Su 
función es la regulación del ciclo del sueño, pero también es un potente neutralizador 
de ROS, siendo por ello un poderoso antioxidante (Hardeland R, 2005). A diferencia de 
la vitamina C y el GSH (los cuales son sólo efectivos en fase acuosa) y la vitamina E 
(efectiva en fase lipídica), la melatonina puede funcionar en ambas fases (Tan DX, 
2002). Por este motivo puede atravesar fácilmente las membranas celulares y la 
barrera hematoencefálica (Reiter R, 2005), siendo por ello un agente importante para 







II.3. ESTRÉS OXIDATIVO  
El estrés oxidativo es la consecuencia de una situación en la que las defensas 
antioxidantes celulares se ven superadas por una excesiva generación de RONS. Bajo 
estas condiciones de estrés oxidativo, numerosas biomoléculas celulares como el ADN, 
los lípidos o las proteínas sufren modificaciones que conducen a la disfunción celular y 
como consecuencia, al daño en los tejidos y órganos (Shahrani MA, 2017). 
Se distinguen cinco estados basados en la relación entre la suma total de la 
concentración de RONS en la célula y la capacidad de la barrera antioxidante. Se habla 
de equilibrio redox cuando: 
 los niveles de la barrera antioxidante y los niveles de RONS están equilibrados. 
 los niveles de RONS aumentan y este incremento va acompañado de un 
aumento equivalente de los sistemas antioxidantes. 
Por el contrario, se produce estrés oxidativo cuando: 
 los niveles de RONS aumentan, pero la barrera antioxidante no varía. 
 los niveles de RONS permanecen inalterados, pero el sistema antioxidante 
disminuye. 
 los niveles de RONS aumentan y, a la vez, los niveles de antioxidantes 
disminuyen (Niki E, 2012). 
En el caso concreto del SNC, el estrés oxidativo actúa a diferentes niveles, activando 
una serie de vías relacionadas con el daño oxidativo, la apoptosis y la inflamación. Sin 
embargo, aún no está clara la razón por la cual en las enfermedades 
neurodegenerativas la inflamación deja de ser un proceso de defensa y reparación, 
para convertirse en un factor poderoso de destrucción neuronal. 
El control del estrés oxidativo está regulado a nivel transcripcional principalmente por 
un mecanismo endógeno. Los promotores de los genes que participan en la reducción 
del estrés oxidativo, la inflamación y la acumulación de metabolitos tóxicos contienen 
una secuencia específica de unión común denominada elemento de respuesta 
antioxidante (ARE, por sus siglas en inglés Antioxidant Response Elements), que puede 






El factor activador Nrf2. En condiciones normales, el Nrf2 se encuentra unido a la 
proteína 1 asociada a ECH tipo kelch (Keap1) en el citoplasma dirigida a su degradación 
en el proteosoma. En un estado de estrés oxidativo, la proteína Keap1 libera a Nrf2, 
que se trasloca al núcleo donde se une a ARE, permitiendo la expresión de enzimas 
antioxidantes como la superóxido dismutasa, la glutatión transferasa o la NAD(P)H 
(Ramsey CP, 2007). Además, la activación de Nrf2 también permite la expresión del 
factor neurotrófico derivado del cerebro (BDNF), el factor antiinflamatorio IL-10, el co-
factor de transcripción mitocondrial Nrf-1 y la proteína 1α coactivadora del receptor 
activado por el proliferador de peroxisomas (PGC-1α) (Sandberg M, 2014). Por todo 
ello, el Nrf2 podría ser una buena diana terapéutica para controlar la neuroinflamación 
asociada con la neurodegeneración. 
El factor nuclear kappa B (NF-κB). La actividad transcripcional de NF-κB está 
relacionada con la plasticidad neuronal y la neurodegeneración, por lo que este factor 
es crucial para el mantenimiento de la homeostasis del sistema nervioso central (SNC) 
(Mattson M, 2005). En condiciones normales se sitúa en el citoplasma formando un 
complejo inactivo que consiste en dos subunidades, p50 y p65, y una subunidad 
inhibitoria llamada IκB. En respuesta al estrés oxidativo, IκB es fosforilada, ubiquitinada 
y degradada por el proteosoma, lo cual permite la traslocación de NF-κB al núcleo para 
regular la expresión de genes y la codificación de citoquinas proinflamatorias y factores 
de crecimiento como el BDNF (Gutierrez H, 2011). 
Las proteínas activadas por mitógenos o MAPKs. La cascada de transducción de las 
MAPKs está organizada en 3 subfamilias: quinasas reguladas por señales extracelulares 
(ERKs), quinasas c-Jun N-terminal (JNK) y la MAPK p38. El papel de de las ERKs está 
asociado principalmente con señales de supervivencia, aunque dependiendo del tipo y 
la función de la célula, la activación de esta quinasa puede tener un efecto protector o 
de promoción de muerte celular (Murugaiyah V, 2015). Las JNKs regulan las vías 
apoptóticas e inflamatorias que se activan durante la neuroinflamación, mediante el 
mantenimiento de la homeostasis mitocondrial (Coffey ET, 2014; Mehan S, 2011). Por 
último, numerosos estudios muestran que la elevada activación de p38 contribuye a la 
neuroinflamación y al daño neuronal características de patologías como la enfermedad 






II.4. PAPEL DESEMPEÑADO POR EL ESTRÉS OXIDATIVO EN LA 
NEURODEGENERACIÓN 
Las enfermedades neurodegenerativas son dolencias en las cuales se produce un 
deterioro progresivo e irreversible del SNC. Son ejemplos de este tipo de 
enfermedades la enfermedad de Alzheimer (EA), la enfermedad de Parkinson (EP), la 
enfermedad de Huntington (EH) y la esclerosis lateral amiotrófica (ELA). 
La fisiopatología de estas enfermedades es multifactorial, siendo determinantes el 
estrés oxidativo, los factores genéticos, la excitotoxicidad, la agregación de proteínas y 
la alteración en el desarrollo de importantes procesos celulares, como los producidos 
en las mitocondrias. El SNC es especialmente sensible al estrés oxidativo debido a 
varias razones: i, sus células tienen un elevado consumo de O2, el cerebro puede 
catabolizar más de 4x1021 moléculas de glucosa/minuto; ii, se producen elevadas 
cantidades de ROS y RNS como consecuencia de reacciones neuroquímicas específicas, 
como la oxidación de la dopamina; iii, el incremento del depósito de iones metálicos 
como consecuencia de la edad, catalizando la producción de cantidades crecientes de 
ROS y RNS y iv, existe una elevada cantidad de lípidos en el SNC (mielina) que son 
particularmente sensibles a la oxidación, ocasionando una acumulación de productos 
de descomposición como el malondialdehido (MDA) o los ácidos grasos nitrogenados 
(NO2-Fas).  
En el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas se producen elevados niveles de 
ROS y RNS como consecuencia de la infiltración de monocitos/macrófagos y la 
activación de la microglia, actuando como mediadores en la neurodegeneración y en el 
daño axonal típico de estas enfermedades (figura 1, modificada de Chiurchiu V, 2014). 
Asimismo, los radicales libres pueden activar algunos factores de transcripción, como 
el NF-κB, que incrementan la expresión de genes implicados en la fisiopatología de 
estas enfermedades, como los que codifican las citocinas proinflamatorias o moléculas 
de adhesión a los endotelios vasculares. Por otro lado, se ha observado que el 
incremento de ROS y RNS en el tejido cerebral se ve acompañado de una reducción 
significativa del sistema antioxidante celular que incluye una disminución de la 
actividad de la SOD, catalasa, GSH/GPx, α-tocoferol y ácido úrico. Como consecuencia, 
se incrementa la actividad de la lipooxigenasa, manteniendo el estatus inflamatorio en 







Figura 1. Relación entre el estrés oxidativo, la inflamación y la neurodegeneración. Las especies 
reactivas son producidas por diferentes tipos celulares provocando un proceso inflamatorio 
mediante la liberación de citocinas proinflamatorias y, un proceso de neurodegeneración, que 
induce la muerte neuronal y axonal. O2·
-
: anión radical superóxido; OH·: radical hidroxilo; H2O2: 
peróxido de hidrógeno; HOCl: ácido hipocloroso; NO·: óxido nítrico; NO
-






II.4.1. Enfermedad de Alzheimer  
La EA es la causa más común de demencia, se caracteriza por un progresivo deterioro 
de las funciones cognitivas y una pérdida de neuronas, principalmente en el 
hipocampo, la zona del cerebro encargada de la memoria y la orientación espacial. Las 
dos principales características neuropatológicas de la EA son la anormal acumulación 
de placas β-amiloides (βA) y de ovillos neurofibrilares debidos de la hiperfosforilación 
de la proteína Tau (Butterfield DA, 2014; Winner B, 2015). 
El estrés oxidativo es un factor importante en la patogénesis de la EA (Bonda DJ, 2010). 
Las placas proteicas βA pueden reducir los niveles del Ca2+ almacenado en el retículo 
endoplasmático, dando como resultado un exceso de Ca2+ citosólico. En respuesta a 
este incremento del Ca2+ citosólico, se reducen los niveles de GSH endógeno y, como 
consecuencia, se elevan los niveles de ROS intracelulares (Ferreiro E, 2008). Se ha 
demostrado que el estrés oxidativo observado en pacientes de EA es resultado de la 
activación de los receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) lo cual conduce a una 
excesiva entrada de Ca2+, promoviendo la permeabilidad celular y el consecuente 






Además, las proteínas βA pueden provocar la formación de radicales libres 
directamente por la activación de la NADPH oxidasa (Shelat PB, 2008) y pueden activar 
la vía de las caspasas, jugando un papel importante en la inducción de la apoptosis 
neuronal (fig.2; Awasthi A, 2005). 
Por otro lado, la superproducción de ROS inducida por la proteína βA modifica las vías 
de señalización celulares e inicia la hiperfosforilación de la proteína Tau, a través de la 
activación de p38 MAPK, produciéndose una anormal acumulación de proteínas Tau 
hiperfosforiladas lo que conduce a la formación de más ovillos neurofibrilares (fig.2; 
Bulat N, 2009; Giraldo E, 2014). 
II.4.2. Enfermedad de Parkinson 
La EP es la segunda enfermedad neurodegenerativa más común después de la EA. Es 
una enfermedad progresiva y crónica, causante de trastornos motores como 
hipocinesia, rigidez, temblor, inestabilidad postural, así como síntomas no motores 
como depresión, ansiedad y déficits cognitivos y olfativos. Se caracteriza por una 
pérdida de neuronas dopaminérgicas de la sustancia negra del cerebro (Winner B, 
2015). Los mecanismos patológicos responsables de la pérdida neuronal han sido 
relacionados con un aumento de los niveles intracelulares de ROS y otros radicales 
libres (Dias V, 2013). 
El estrés oxidativo generado en la EP está asociado con la disfunción del complejo I de 
la mitocondria. Esta disfunción mitocondrial se produce por la mutación de diversas 
proteínas como PINK1, parkin o alfa-sinucleína (αSyn). La proteína PINK1, proteína 
presente en los tejidos humanos, juega un papel importante en la lucha contra el 
estrés oxidativo y el mantenimiento del potencial de membrana mitocondrial (Zuo L, 
2013). La proteína Parkin mutante puede contribuir a la patogénesis de la EP 
autosómica recesiva, debido a su papel crítico en la supresión de ROS y en la 
prevención de la formación de proteínas neurotóxicas causadas por ubiquitinación 
(Jiang H, 2004; Zuo L, 2013). Además, el estrés oxidativo también provoca un mal 
funcionamiento del proteosoma, lo que provoca la agregación de αSyn, que 
interrumpe la actividad del complejo I y, por ello, la síntesis de ATP se ve 






II.4.3. Enfermedad de Huntington 
La EH es una enfermedad neurodegenerativa asociada a la repetición inestable del 
triplete citosina-adenina-guanina (CAG) en el gen HTT, que afecta a la coordinación 
muscular. Es un trastorno caracterizado por movimientos anormales involuntarios y 
que conduce a una disminución cognitiva y a problemas psiquiátricos. (Aylward E, 
2004; Kipps C, 2005). 
La expansión de CAG repetido a lo largo del exon1 del gen HTT, da lugar a una proteína 
mutante (mHTT) que tiende a la agregación (Labbadia J, 2013). Los agregados de mHTT 
se acumulan en el cerebro de los enfermos afectados, lo cual provoca la desregulación 
del proceso de transcripción. Estas alteraciones son las responsables de los problemas 
motores y cognitivos de la EH (Gil-Mohapel J, 2014; Labbadia J, 2013). 
Diversos estudios han demostrado la estrecha relación que existe entre el estrés 
oxidativo, las alteraciones mitocondriales y la pérdida de neuronas que tiene lugar en 
el cuerpo estriado y en la corteza cerebral durante la EH (fig.2; Bolanos JP, 2009; 
Zuccato C, 2010). Bajo condiciones de estrés oxidativo, se reduce la expresión del 
transportador de glucosa 3 (GLUT-3) inhibiéndose el consumo de glucosa lo que 
produce una acumulación de lactato en las células (Covarrubias-Pinto A, 2015). 
Además, se ha identificado que el extremo N-terminal de la mHTT puede interaccionar 
con las membranas mitocondriales, causando cambios en el calcio mitocondrial. La 
mHTT también puede inhibir el transporte de electrones en el complejo II mitocondrial 
dando lugar a un aumento de los niveles intracelulares de ROS y un descenso en la 
producción de ATP (Bossy-Wetzel E, 2008). Otros investigadores sugieren que el estrés 
oxidativo puede inactivar la actividad catalítica de la gliceraldehido-3-fosfato 
deshidrogenasa (GAPDH), causando daño mitocondrial (fig.2; Liot G, 2017). 
II.4.4. Esclerosis lateral amiotrófica 
La ELA es una enfermedad neurodegenerativa que afecta a la unión neuromuscular, 
como consecuencia de un daño en las neuronas motoras de la corteza motora 
primaria, dando lugar a una parálisis muscular progresiva de pronóstico mortal. Se 
clasifica en dos tipos: ELA esporádica que aparece alrededor de los 50 ó 60 años, 
siendo su origen incierto, por lo que es difícil identificar sus causas genéticas o 
ambientales (Ingre C, 2015), y la ELA familiar, en la que alrededor de un 20% de los 
casos están relacionados con mutaciones en el gen que codifica la SOD1 (Gamez J, 







modular la respiración celular, el metabolismo y las modificaciones 
postranscripcionales. Es por ello que las alteraciones en la actividad de la SOD1 causan 
un aumento de los ROS conduciendo a un estrés oxidativo que daña a las células 
(Saccon RA, 2015). 
Diversos estudios muestran que las mutaciones de la SOD1 provocan daño en las 
neuronas motoras por varias vías: pueden alterar la síntesis de aminoácidos en las 
células (Bastow EL, 2016), aumentar la producción de Nox-2 (Li Q, 2011) o alterar la 
actividad de las células gliales de soporte, astrocitos y microglia (Lee J, 2016). La 
expresión de SOD1 mutante en los astrocitos reduce la expresión del transportador de 
glutamato 1 (GLT-1), lo que provoca un incremento en la concentración de glutamato 
extracelular, ocasionando el daño neuronal (fig.2; Li K, 2015). 
 
Figura 2. Esquema sobre la relación del estrés oxidativo en el desarrollo de las enfermedades 
neurodegenerativas. EA: enfermedad de Alzheimer, EP: enfermedad de Parkinson, ELA: 
Esclerosis lateral amiotrófica, EH: enfermedad de Huntington, βA: placas β-amiloides, MAPK: 
proteínas activadas por mitógenos; αSyn: alfa-sinucleína, GLUT-3: transportador de glucosa 3, 
GAPDH gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, SOD: superóxido dismutasa, GLT-1: 






II.5. MODELOS EXPERIMENTALES IN VITRO PARA EL ESTUDIO DEL EFECTO DEL 
ESTRÉS OXIDATIVO NEURONAL  
Las neuronas humanas son células altamente diferenciadas, cuyo cultivo in vitro es 
difícil de mantener, lo que supone una limitación para los estudios de neurotoxicidad y 
neuroinflamación. Por esta razón, es necesario desarrollar modelos experimentales 
que permitan garantizar un suministro ilimitado de células con características similares 
a las de las neuronas humanas. Entre las líneas celulares más empleadas como 
modelos in vitro para los estudios de neurotoxicidad, se pueden citar las siguientes: 
PC12, línea celular establecida en 1976 a partir de un feocromocitoma de la médula 
suprarrenal de rata. El factor de crecimiento nervioso (NGF) induce la diferenciación 
neuronal de estas células, las cuales liberan diferentes neurotransmisores, como 
dopamina, noradrenalina y acetilcolina (Popova D, 2017). 
Diversos estudios muestran que el tratamiento de estas células con H2O2 aumenta los 
niveles intracelulares de ROS (Choi Y, 2005) y que algunos compuestos antioxidantes 
son capaces de neutralizar dicho incremento. Nakajima y cols. (2009) demostraron que 
la 3,4-dihidroxibenzalacetona y el ácido cafeico ejercen un mayor poder antioxidante 
que la NAC a la misma concentración sobre células PC12 tratadas con H2O2. Hou y cols. 
(2003), demostraron que la sesamina y la sesamolina previenen la muerte de las PC12 
inducida por el H2O2, mediante la inhibición de MAPK y la activación de la caspasa 3. 
P19, línea celular establecida en 1981 a partir de un teratoma de ratón. Son células 
multipotentes que pueden diferenciarse hacia las tres capas embrionarias: endodermo, 
mesodermo y ectodermo. En estudios de neurotoxicidad se utilizan porque se 
diferencian a fenotipo neuronal al ser expuestas al ácido all-trans retinoico (ATRA, un 
derivado natural de la vitamina A), pudiendo diferenciarse también a células de la 
astroglía. Las P19 diferenciadas expresan receptores para glutamato, GABA y 
acetilcolina (Popova D, 2017). 
Algunos estudios han demostrado que la exposición de estas células a H2O2 reduce su 
viabilidad (Ishihara I, 2000), efecto que se puede prevenir mediante el tratamiento con 
quercetina (Jembrek MJ, 2012). El efecto neuroprotector de este flavonoide está 
asociado a la disminución de la generación de ROS, la inhibición de la actividad de las 






NT2, línea celular de teratocarcinoma humano, establecida en los años 80 a partir de 
una biopsia de un paciente con carcinoma de testículos (Andrews PW, 1988). Estas 
células se pueden diferenciar a neuronas mediante el empleo de dos inductores, el 
ATRA o el antimitótico análogo de la citosina (AraC), tras lo cual expresan marcadores 
neuronales tales como NF-200, DCX y β-III-Tubulina (Gonzalez-Burguera I, 2016; 
Gordon J, 2013). 
Varios estudios demuestran su sensibilidad al estrés oxidativo. Así, el cultivo de estas 
células en condiciones de hipoxia reduce la viabilidad de las NT-2 y aumenta la 
expresión del HIF-1α y HIF-2α (Martin-Aragon Baudel MAS, 2017). De la misma 
manera, la exposición a H2O2 reduce la viabilidad celular y aumenta los niveles de la 8-
hidroxiguanina (8-OHG), biomarcador empleado para medir el daño oxidativo 
producido en el ADN (Lee M, 2001). 
Células madre neurales (NSCs), corresponden a poblaciones obtenidas a partir de 
células progenitoras neurales, cultivadas en presencia de mitógenos, como el factor de 
crecimiento epidérmico y el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF-2). En esas 
condiciones, crecen en monocapa o formando agregados esféricos, conocidos como 
neurosferas, y son capaces de diferenciarse hacia un linaje neural o glial (Svendsen C, 
1998; Reynolds BA, 1992; Vescovi A, 1999). Estas células se emplean como modelo en 
el estudio de enfermedades neurodegenerativas, ya que pueden ser modificadas 
genéticamente y, así, expresar mutaciones características de estas patologias (Jakel R, 
2004). 
Distintos estudios muestran que la exposición de estas células al H2O2 provoca un 
descenso de la viabilidad celular y un incremento de los niveles intracelulares de los 
ROS, efectos que son evitados con el pretratamiento de estas células con compuestos 
como el adjudin, un análogo de la lonidamina, compuesto que suprime la glicolisis en 
células tumorales y que se ha empleado junto con otros agentes para el tratamiento de 
diversos cánceres y, el osthol, un tipo de cumarina natural con potencial terapéutico 
frente al estrés oxidativo (Yan Y, 2017; Zhang T, 2017). 
Células Madre Pluripotentes Inducidas (iPSCs), descubiertas por Yamanaka en 2007, 
son obtenidas a partir de fibroblastos dérmicos humanos reprogramados mediante la 
inducción de la expresión de los genes Oct3/4, Sox2, c-Myc y Klf4 (Takahashi K, 2007). 






multigénicas, en estudios de toxicidad y en terapia celular. Para conseguir iPSCs 
específicas para una enfermedad son necesarias unas herramientas de ingeniería 
genómica precisas y flexibles. Entre todas las técnicas innovadoras de reprogramación 
empleadas, el sistema de repeticiones palindrómicas cortas agrupadas y regularmente 
interespaciadas (CRISPR) es considerada como la menos compleja y la más flexible para 
conseguir la edición genómica en células madre pluripotentes (Kime C, 2016). También 
se ha descrito una nueva técnica para generar neuronas in vitro empleando 
CRISPR/Cas9 para la inactivación de genes específicos asociados a diferentes 
neuropatologías en humanos (Rubio A, 2016). Además, un estudio reciente demostró 
que CRISPR puede ser empleado para ejercer alteraciones genómicas precisas en la 
expresión del gen crítico relacionado con la enfermedad de Parkinson, alfa sinucleína 
(SNCA), en neuronas humanas derivadas de iPSCs (Heman-Ackah SM, 2016). Otro 
estudio estableció un procedimiento que permite la señalización de mutaciones con 
CRISPR, generando así iPSCs humanos con combinaciones específicas de mutaciones 
asociadas a la enfermedad de Alzheimer (Paquet D, 2016). Las neuronas diferenciadas 
a partir de iPSCs específicas del paciente proporcionan una herramienta valiosa para el 
estudio in vitro del fenotipo molecular específico de enfermedades 
neurodegenerativas (Heman-Ackah SM, 2016). Sin duda, el rápido desarrollo de las 
iPSCs y las tecnologías de edición genómica, son herramientas importantes para el 
estudio de enfermedades neurodegenerativas mediante la terapia génica. 
Diversos estudios muestran como la exposición a H2O2 de células iPSCs provoca un 
aumento de los niveles intracelulares de los ROS. El posterior tratamiento con 
antioxidantes, como el genipin (un conocido activador de la vía Nrf2) o la curcumina, 
produce un descenso de los niveles de los ROS y una disminución de la muerte celular 
(Chang K, 2016; Chang Y, 2014). 
SH-SY5Y, subclon de la línea celular SK-N-SH, establecida en los años 70 a partir de una 
biopsia de la médula ósea de un paciente con neuroblastoma (Biedler J, 1973). Es una 
de las líneas más empleadas como modelo celular de enfermedades 
neurodegenerativas, para el estudio in vitro de neurotoxicidad inducida por estrés 
oxidativo y para evaluar tratamientos antiinflamatorios, antioxidantes y 
neuroprotectores (Shipley MM, 2016). 
Sin embargo, la utilización de las células SH-SY5Y no diferenciadas implica diversas 






dividiéndose, por lo que es difícil distinguir si los agentes neuroprotectores o 
neurotóxicos influyen en la proliferación celular o en el índice de muerte celular (Datki 
Z, 2003). En segundo lugar, las células SH-SY5Y en cultivo no siempre muestran los 
típicos marcadores de neuronas maduras, lo cual conduce a una incertidumbre en los 
experimentos (Presgraves S, 2004). En tercer lugar, las células SH-SY5Y no 
diferenciadas muestran menor sensibilidad a los agentes neurotóxicos y 
neuroprotectores que las neuronas del mesencéfalo primario (Storch A, 2000). Estos 
puntos débiles muestran que esta línea celular sin diferenciar no es un modelo ideal 
para el estudio de enfermedades neurodegenerativas. 
Por el contrario, muchas líneas de investigación indican que la inducción de la 
diferenciación neuronal de las células SH-SY5Y da lugar a células con funcionalidad y 
fenotipo neuronal maduro. Tras la diferenciación, las células reducen su capacidad 
proliferativa, constituyen una población estable y muestran una red extensa de 
neuritas con morfología similar a la de las neuronas del cerebro humano (Fagerstrom S, 
1996). Por estas razones son consideradas un buen modelo para el estudio de 
enfermedades neurodegenerativas. 
Desde que en 1981 el 12-O-tetradecanoforbol-13-acetato (TPA) bioactivo fuera 
empleado para inducir la diferenciación en células SH-SY5Y, se han publicado un gran 
número de protocolos de diferenciación neuronal que emplean una combinación 
secuencial de retinoides, principalmente el ATRA y la neurotrofina BDNF (Encinas M, 
2000). 
Los efectos del ATRA en las células SH-SY5Y están bien caracterizados. El ATRA se une a 
dos clases de receptores hormonales nucleares no esteroideos, los receptores de ácido 
retinoico (RARs) y los receptores X retinoides (RXRs). El ATRA induce la diferenciación a 
través de la regulación de la transcripción de los genes reguladores de neurotrofinas 
(Clagett-Dame M, 2006), la vía de señalización WNT (Uemura K, 2003) y vías que 
implican a la proteína quinasa A (PKA) (Kim S, 2000). Se ha demostrado que las 
neurotrofinas modulan la supervivencia, la diferenciación, la sinaptogénesis y la 
actividad en neuronas. La familia de las neurotrofinas está formada principalmente por 
el factor de crecimiento nervioso (NGF), el BDNF, la neurotrofina-4 (NT-4/5) y la 
neurotrofina-3 (NT-3). Estas neurotrofinas pueden unirse a dos tipos diferentes de 
receptores de superficie, el receptor tirosin quinasa (TRK) y el receptor de 






que también participan en la inducción de la diferenciación celular, como son el factor 
básico de crecimiento de fibroblastos (bFGF), el factor de crecimiento insulínico I 
(IGF1), el factor neurotrófico derivado de la glía (GDNF) y el factor neurotrófico ciliar 
(CNTF) (Lavenius E, 1994). 
La línea celular SH-SY5Y expresa un número reducido de receptores de neurotrofinas, 
razón por la cual no se diferencian cuando son estimuladas solamente con factores 
neurotróficos. Sin embargo, el tratamiento con ATRA causa la sobreexpresión de los 
receptores neurotróficos, haciendo a las células SH-SY5Y receptivas a las neurotrofinas 
(Cernaianu G, 2008). Además, la supervivencia de las células SH-SY5Y está 
condicionada por la coexistencia de neurotrofinas en el medio de cultivo (Kou W, 
2008), de manera que, si son eliminadas del medio de cultivo, las células entran en 
apoptosis. Por este motivo, se ha utilizado de forma clásica la neurotrofina BDNF cuya 
presencia continua en el medio de cultivo permite una óptima diferenciación y evita 
que las células entren en apoptosis. 
Sin embargo, el ATRA presenta importantes limitaciones derivadas de su inestabilidad y 
su alta susceptibilidad a la fotoisomerización, lo cual puede afectar a la concentración 
intracelular de ATRA y, en consecuencia, a la respuesta efectiva en la diferenciación 
celular (Suzuki T, 1998). Por esta razón se ha propuesto la utilización de análogos 
sintéticos del ácido retinoico más estables que el ATRA, como el ec23. 
Los efectos a nivel bioquímico del ec23 en la diferenciación de las células SH-SY5Y no 
son conocidos aún, pero recientemente se ha comprobado que el ec23 induce una 
diferenciación neuronal óptima, de una manera similar al ATRA (Clemens G, 2013; 
Cordero M, 2015) y, posee una estabilidad química y física superior a éste (Christie VB, 
2010), por lo que se puede considerar un buen sustituto del ATRA en la diferenciación 






II.6. TERAPIA FARMACOLÓGICA ANTIOXIDANTE 
Dada la implicación del estrés oxidativo en la fisiopatología de las 
enfermedades neurodegenerativas, se ha propuesto como estrategia terapéutica la 
utilización de agentes antioxidantes para paliar, al menos en parte, la sintomatología 
de estas enfermedades. 
De este modo, se han llevado a cabo un gran número de estudios empleando tanto 
antioxidantes naturales como sintéticos. Muchos de ellos se han realizado sobre 
modelos animales y modelos celulares in vitro de enfermedades neurodegenerativas, 
como son los cultivos de células SH-SY5Y y las células de feocromocitoma PC12. 
El grupo de los antioxidantes naturales está formado por moléculas con diferentes 
propiedades y estructuras químicas (Guerra-Araiza C, 2013; Landete JM, 2012) (tabla1). 
Se puede dividir en tres subgrupos, los polifenoles, las vitaminas y sus derivados y, los 
minerales antioxidantes (Carocho M, 2013). 
Los polifenoles son los antioxidantes naturales más numerosos. Los dos tipos de 
polifenoles más abundantes son los ácidos fenólicos y los flavonoides. Estos últimos se 
pueden clasificar, a su vez, en flavonoles, flavonas, catequinas, antocianinas e 
isoflavonas. Las principales fuentes de polifenoles son los vegetales, el vino, el té o la 
fruta (Quideau S, 2011). Numerosos estudios llevados a cabo durante los últimos años 
han demostrado que los polifenoles confieren protección contra enfermedades como 
la diabetes, el cáncer, infecciones y enfermedades neurodegenerativas (Graf B, 2005). 
Uno de los polifenoles más estudiados por sus propiedades neuroprotectoras es el 
resveratrol. El mecanismo exacto del resveratrol como inductor de la neuroprotección 
no se conoce con claridad (Morris-Blanco KC, 2014), pero parece que muchos de sus 
efectos beneficiosos son promovidos por los siguientes mecanismos: i, la activación de 
la proteína SIRT1 o sirtuína-1 deacetilasa dependiente de NAD, que promueve la 
supervivencia celular en el SNC; ii, la activación de AMPK, que activa la acetil-coA 
carboxilasa y SIRT1, provocando una mejora en el metabolismo celular (Borra M, 2005) 
y iii, la activación del factor de transcripción Nrf2, responsable de inducir la expresión 
de la superóxido dismutasa, catalasa y otras enzimas que actúan durante el estrés 






La curcumina, otro importante polifenol extraído del rizoma de la Curcuma longa, 
presenta propiedades antivirales, antioxidantes y antiinflamatorias (Tabatabaei-
Malazy, 2013). En estudios in vitro se ha demostrado que la curcumina suprime la 
sobreexpresión de mediadores inflamatorios, inhibiendo la vía TLR4-MAPK/NF-κβ. 
También es capaz de bloquear la producción intracelular de ROS (Meng Z, 2013) y de 
suprimir la activación de la NF-κβ inducida por la inhibición de la actividad κβ-Quinasa 
(Youn HS, 2006). Se ha observado que, en ratones con lesión cerebral traumática, el 
tratamiento con curcumina reduce la activación de la microglia y la apoptosis neuronal 
vía TLR4-MAPK/NF-κβ (Zhu H, 2014). 
Dentro del grupo de las vitaminas y derivados, destacan las vitaminas B, C y E, la 
vitamina K y los carotenoides. Los carotenoides son un grupo de pigmentos presentes 
en numerosas frutas y vegetales. Existen más de seiscientos tipos, pero sólo unos 
pocos presentan propiedades biológicas demostradas, como el licopeno. En células  
SH-SY5Y sometidas a la neurotoxina 1-metil-4-fenil piridinio (MPP+), el tratamiento con 
licopeno reduce la producción de ROS en la mitocondria y, de este modo, es capaz de 
evitar la apertura de poros de transición, restaurar el potencial de membrana 
mitocondrial e incrementar la producción de ATP (Yi F, 2013). 
Un estudio reciente llevado a cabo en ratones C57BL/6 con lesión isquémica cerebral, 
ha demostrado que la instauración de una dieta suplementada con vitaminas B (ácido 
fólico, riboflavina, vitamina B12 y colina) limita los mecanismos de muerte celular 
dependientes de p53, incrementa la expresión de BDNF y activa mecanismos de 
antioxidación, incrementando los niveles de Nrf2 y SOD2 (Jadavji NM, 2017). 
La vitamina C o ácido ascórbico es conocida por su capacidad para donar electrones, lo 
cual evita la acumulación de agentes oxidantes y radicales libres. En particular, elimina 
de forma eficaz los radicales anión superóxido, hidroxilos, peróxido de hidrógeno y RNS 
(Traber MG, 2011). Se ha demostrado que el tratamiento con vitamina C en ratas a las 
que se les ha inducido inflamación en el cerebro, reduce los niveles de ROS, citoquinas 
y nitritos en su hipocampo (Ahmad A, 2016).  
La familia de la vitamina E incluye a los tocotrienoles y tocoferoles. Estas son 
moléculas muy lipofílicas que ejercen una acción antioxidante debido a su capacidad 
para unirse a las membranas, estabilizándolas y protegiéndolas de la peroxidación 






Alzheimer, que la vitamina E inhibe el daño inducido en la mitocondria por el péptido 
β-amiloide y la reducción de ATP (Dhitavat S, 2005). 
La vitamina K, también conocida como fitomenadiona, es una molécula lipofílica y, 
aunque no es considerada como un antioxidante clásico, diversos estudios han 
demostrado su capacidad para evitar la reducción del glutatión causado por el estrés 
oxidativo (Giammanco M, 2012). 
Dentro del grupo de los antioxidantes minerales, el selenio tiene especial importancia 
porque actúa como cofactor de enzimas antioxidantes, como la glutatión peroxidasa 
(GPX) y la tioredoxin reductasa, entre otros (Puspitasari IM, 2014). Además, posee la 
capacidad de inhibir la NADPH oxidasa, la cual cataliza la transformación del oxígeno en 
oxigeno singlete. También se ha encontrado que el zinc previene la peroxidación 
lipídica y, por lo tanto, protege las membranas celulares (Prasad AS, 2014). 
En los últimos años ha aumentado la importancia de la melatonina como antioxidante 
natural. La melatonina, principal hormona producida por la glándula pineal, ejerce su 
efecto antioxidante de una forma directa e indirecta. Así, puede eliminar directamente 
los radicales libres, como el radical hidroxilo, el oxigeno singlete, el peróxido de 
hidrógeno y el peroxinitrito; a través de un mecanismo indirecto, la melatonina induce 
la producción de enzimas antioxidantes como la GPX, la glutatión reductasa, la glucosa 
6P-DH y la SOD. Entre otras características ventajosas de de esta hormona, cabe citar 
su capacidad para atravesar la barrera hematoencefálica, carecer de efectos 
prooxidantes dosis-dependientes y poseer además propiedades antiinflamatorias 











    Flavonoides  
        Quercetina Frutas, cebollas, vino tinto y vegetales de hoja verde 
        Flavonoles Cebolla, brócoli, té y manzanas 
        Flavonas Perejil, tomillo, apio y orégano 
        Catequinas Té verde, cacao y bayas 
        Antocianinas 
        Isoflavonas 
        Resveratrol 
        Curcumina 
    Ácidos fenólicos 
        Ácido ferúlico 
        Ácido cafeico 
Arándanos, zarzamoras y arándanos azules 
Soja 
Uvas, cacahuetes y cacao 
Rizoma de la Curcuma longa 
 
Cereales, semillas y cítricos 
Café 
Vitaminas y derivados  
    Vitamina B Legumbres, plátanos, huevos y judías verdes 
    Vitamina C Bayas, cítricos, algunas especies y legumbres 
    Vitamina E Semillas, cacahuetes, nueces y aceites vegetales 
    Vitamina K Vegetales de hoja verde, especias y hierbas aromáticas 
    Carotenoides  
        Licopeno Tomates y sandia 
        Β-Caroteno Espinacas, zanahorias y frutas (mango o melocotones) 
Minerales  
    Selenio Champiñones, cereales, nueces y piñones 
    Zinc Cacao, cacahuetes, semillas de calabaza y espinacas 
 
El grupo de los antioxidantes sintéticos está formado por compuestos que actúan de 
forma directa sobre la mitocondria. La Mitoquinona (Mito Q) fue diseñada por Kelso y 
cols. en los años 90. El complejo ubiquinona de la estructura de la Mito Q puede 






formar el antioxidante ubiquinol, incrementando así la capacidad antioxidante in situ y 
disminuyendo, en consecuencia, el daño oxidativo mitocondrial. La eficacia de este 
compuesto como tratamiento antioxidante se ha estudiado en modelos in vitro e in 
vivo de EP, donde se ha observado que inhibe la traslocación de la proteína pro-
apoptótica Bax a nivel mitocondrial (Jin H, 2014).  
La Coenzima Q10 (CoQ10), también conocida como Ubiquinona, es un aceptor de 
electrones del complejo I y II, actuando también como antioxidante mitocondrial 
(Hargreaves I, 2012). Las principales funciones de este compuesto son: i, transferir 
electrones (Muller T, 2003); ii, intervenir en la producción de ATP (Cleren C, 2008); iii, 
reducir la generación de radicales libres (Kasparova S, 2006) y iv, inhibir la activación de 
la permeabilidad mitocondrial, ejerciendo, de este modo, una actividad antiapoptótica 
(Matthews R, 1998). En estudios con cultivos primarios de neuronas, se ha observado 
que la CoQ10, a través de la inhibición de la generación de ROS, es capaz de enlentecer 
el proceso degenerativo neuronal, (Chaturvedi RK, 2008); por otro lado, en estudios in 
vivo, se ha demostrado que el tratamiento con CoQ10 permite incrementar la 
concentración de esta coenzima a nivel cerebral, protegiendo, de este modo, frente al 
estrés oxidativo local (Hargreaves I, 2012) y restaurando significativamente la actividad 
acetiltransferasa de colina, como se ha observado en un modelo murino (ratas ICV-STZ) 
de EA (Ishrat T, 2006).  
La latrepirdina es un inhibidor de los receptores NMDA y de los canales de voltaje de 
calcio. Esta molécula actúa como neuroprotector manteniendo la función y estructura 
mitocondrial y la producción de ATP (Sachdeva D, 2011), efecto que ha sido observado 
en modelos in vitro con células SH-SY5Y y cultivos primarios de neuronas murinas 
(Zhang S, 2010). Además, en un modelo murino de EA, se ha demostrado que la 
latrepirdina ejerce un efecto protector contra el péptido βA (Leuner K, 2012). 
La MitoVitE es un compuesto formado por un trifenilfosonio (TPP) conjugado con la 
vitamina E, que protege la mitocondria frente al estrés oxidativo a través de la 
inhibición de la peroxidación lipídica. Modelos celulares in vitro de EP mostraron su 
eficacia a través de la reducción de la concentración de peróxidos, evitando la muerte 
celular por activación de caspasas provocadas por el estrés oxidativo característico de 






De todos los agentes antioxidantes sintéticos, la NAC es el compuesto que ha sido más 
empleado en los estudios de neuroprotección. La NAC es un derivado de la cisteína, 
con un grupo acetilo unido a su átomo de nitrógeno y, como la mayoría de los tioles 
(RSH), puede ser oxidado por una gran cantidad de radicales libres y sirve como 
nucléofilo.Este compuesto puede actuar mediante un mecanismo directo, al ser 
transportada la cisteína al interior de la célula por el sistema de aminoácidos básicos 
(alanina-serina-cisteina), y también puede actuar de forma indirecta al penetrar en la 
célula y ser rápidamente hidrolizada a cisteína, un precursor del GSH (fig.3). 
Originalmente empleado como mucolítico y como tratamiento de la intoxicación por 
paracetamol, se ha demostrado que, dependiendo de la vía de administración, es 
capaz de atravesar la membrana hematoencefálica de una forma dosis-dependiente. 
Además, presenta propiedades antiinflamatorias, ya que inhibe la activación de NF-κβ 
y disminuye la expresión de TNF-α, IL-6 e IL-1β (Nascimento MM, 2010). 
 
Figura 3. Fórmula química de la NAC [A]. Mecanismo de acción de la N-acetilcisteina [B]. NAC, 
N-acetilcisteina; ASC, sistema de transporte alanina-serina-cisteina; γ-GSC, γ-glutamilcisteina 
sintetasa; cys, cisteina; glu, glutamina; gly, glicina; GSH, glutatión. 
En relación a la utilización de la NAC en las enfermedades neurodegenerativas, Clark y 
cols. (2010) observaron que en ratones transgénicos con EP tratados con NAC durante 
5-7 semanas, se producía un aumento de los niveles de GSH; sin embargo, este 
aumento no se mantenía tras un año de tratamiento. Otros estudios llevados a cabo 






modelos murinos de EA. Más recientemente, Sandhir y cols. (2012) estudiaron el 
efecto de la NAC sobre un modelo murino de EH, provocada por el tratamiento con 
ácido nitropropónico (3-NP), observando que la NAC era capaz de revertir la disfunción 
mitocondrial provocada por el 3-NP. 
Las dos tablas siguientes resumen investigaciones recientes in vitro (tabla 2) e in vivo 
(tabla 3) llevadas a cabo con los diferentes agentes antioxidantes en enfermedades 
neurodegenerativas. 
Tabla 2. Efectos neuroprotectores producidos por los antioxidantes naturales y sintéticos, 















producida por la 
activación de caspasa-3 
y restaura el potencial 
de membrana 
mitocondrial 
Kolsch y cols.          
(2001) 
Vitamina E + L-
carnitina 
Daño β-amiloide 
inducido en células 
SH-SY5Y 
Inhiben el daño            
β-amiloide inducido en 
la mitocondria y la 
reducción de ATP 








Atenúa la muerte 
celular causada por la 
elevada producción de 
ROS   









Protege la función 
mitocondrial neuronal 
y restaura el potencial 
de membrana 
mitocondrial 
Dragicevic y cols. 
(2011) 
Resveratrol Células PC12 
Previene la apoptosis 
celular por el 
incremento del 
potencial de membrana 
y la reducción de la 
proporción Bx/Bcl-xL 







Curcumina Células HEK-293 
Suprime la activación 
de la NF-κβ inducida 
por la inhibición de la 
actividad κβ-Kinasa  







Reduce la producción 
de ROS mitocondrial, 
previene la apertura de 
poros de transición, 
restaura el potencial de 
membrana e 
incrementa la 
producción de ATP 




tratadas con H2O2 
Previene la reducción 
del potencial de 
membrana y evita la 
liberación de citocromo 
C al citosol 




cerebro de rata 
sometidos a estrés 
con Ca
2+ 
Previene la formación 
de ROS y la apoptosis 
mediados por Ca
2+ 





sometidas a la 
micotoxina 
zearalenona 
Revierte los ROS 
generados por la toxina 
y atenúa la pérdida del 




Modelo celular de 
EP: células          
SH-SY5Y tratadas 
con 6-OHDA  
Previene la apoptosis, 
inhibiendo la 
traslocación de Bax a la 
mitocondria 




sometidas a estrés 
oxidativo 
Mejora la función 
mitocondrial y la 
producción de ATP 




Cultivo primario de 
neuronas 
Inhibe la generación de 
ROS 
Chaturvedi y cols. 
(2008) 
Edaravone 
Células N2a con 
mutación PPA 
sueca y tau 9 
Disminuye la 
proporción Bax/Bcl-2, 
atenúa la liberación de 
citocromo C y suprime 
la activación de 
caspasa-3 







Tabla 3. Efectos neuroprotectores producidos por antioxidantes naturales y sintéticos, 







Vitamina E              
(α-tocoferol)  
+ ácido fólico 
Modelo murino de 
EA (ratas tratadas 
con Beta-
amiloide) 
Restaura la función 
mitocondrial al 
disminuir la producción 
de NO y previene el 
incremento en la 




complejo I y IV 
Figueiredo y cols. 
(2011) 
Vitamina C  






oligomerización de la 
Beta-amiloide, 
reduciendo así el estrés 
oxidativo 
Murakami y cols. 
(2011) 
Vitamina C 
Modelo murino de 
EA (ratas tratadas 
con etanol) 
Disminución de los 
niveles de ROS, 
citoquinas y nitritos en 
el hipocampo 






Limita los mecanismos 
de muerte celular 
dependientes de p53, 
incrementa la expresión 




niveles de Nrf2 y SOD2  
 
Jadavji y cols.       
(2017) 
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Modelo murino de 
EP (ratas tratadas 
con rotenona) 
Reduce los niveles de 
malonildialdehido 
(MDA), incrementa los 
de glutatión peroxidasa 
y catalasa en la 
sustancia negra, y 
previene la liberación 
de citocromo c 









Atenúa la pérdida de 
terminales 
dopaminérgicos 
asociados a la 
sobreexpresión de       
α-sinucleína (αSyn) 




Modelo murino de 
EA (ratas ICV-STZ) 
 Restaura la actividad de 
la colina 
acetiltransferasa 
Ishrat y cols.         
(2006) 
Ubisol-Q 10 









Modelo murino de 
EA (ratas tratadas 
con rotenona) 
Efecto protector ante la 
β-amiloide 








II.7. TERAPIA CON CÉLULAS MADRE 
La utilización de células madre representa en la actualidad una opción realista en el 
tratamiento de múltiples enfermedades, algunas de las cuales son incurables hoy en 
día, como la diabetes tipo I, las enfermedades articulares, cardiacas o hematológicas y 
las enfermedades neurodegenerativas.  
II.7.1. Definición y clasificación de las células madre 
Para que una célula sea clasificada como célula madre (Stem Cell, SC) debe de cumplir 
dos condiciones fundamentales. En primer lugar, la célula debe tener la propiedad de 
auto-renovación (Chen S, 2006). Esto significa que tiene la capacidad de preservar el 
estado desdiferenciado después de numerosos ciclos de división celular (Okano H, 
2005; Olsson E, 2011). En segundo lugar, debe cumplir el criterio de plasticidad, que 
hace referencia a la capacidad de diferenciarse, adoptando la expresión de un perfil 
genético que con el tiempo conduzca hacia un fenotipo celular específico (Scheel C, 
2011). 
Las células madre se clasifican en cuatro amplios grupos: células madre embrionarias, 
células madre fetales, células madre pluripotentes inducidas y células madre del 
adulto. A continuación se explican las características y aplicaciones de cada categoría. 
Las células madre embrionarias humanas (hESCs) fueron aisladas por primera vez en 
1998 por Thomson de la masa celular del blastocisto (Thomson J, 1998). Estudios más 
recientes muestran como la mórula y los blastómeros pueden constituir una fuente 
alternativa de hESCs (Strelchenko N, 2004; Klimanskaya I, 2007). 
Dada su alta plasticidad, las hESCs pueden diferenciarse en cualquier tipo de célula que 
forma un organismo. En la actualidad, las consideraciones éticas y su tendencia a 
formar teratomas, limitan su uso potencial.  
Las células Madre Fetales (hFCSs) se presentan como una alternativa a los problemas 
éticos derivados de la utilización de las hESCs. Las hFCSs se pueden obtener de fuentes 
prenatales o postnatales (Anker E, 2004; Campagnoli C, 2001; Tsai M, 2004). Las 
fuentes prenatales de hFCSs incluyen la sangre fetal del cordón umbilical y del líquido 
amniótico. Así, del cordón umbilical se pueden aislar células madre fetales 
hematopoyéticas (fHSCs) y células madre fetales mesenquimales (fMSCs) (Gucciardo L, 






la placenta. Aunque su número decrece a lo largo de la gestación, tras su aislamiento 
son aún más numerosas que las células madre del adulto. En función de la zona de la 
placenta de la que se han obtenido se clasifican del siguiente modo: células epiteliales 
amnióticas humanas (hAECs), células madre mesenquimales amnióticas humanas 
(hAMSCs), células madre mesenquimales coriónicas humanas (hCMSCs) y células 
trofoblásticas coriónicas humanas (hCTCs) (Cunningham FG, 1997). 
De todas las células mencionadas anteriormente, las obtenidas de la sangre del cordón 
umbilical son las que se han propuesto como las candidatas ideales para la terapia 
celular debido a sus propiedades inmunosupresoras y a su alta capacidad de 
diferenciación. Entre sus posibles aplicaciones se han señalado el tratamiento de 
enfermedades hematológicas y neurológicas. 
iPSCs. Uno de los propósitos de la medicina regenerativa es la generación de células 
especializadas para cada paciente. Yamanaka en 2007 fue el primero en conseguir 
reprogramar fibroblastos dérmicos humanos en células madre pluripotentes, a través 
de una transducción de genes humanos. Las iPSCs son células madre pluripotentes que 
poseen la capacidad de diferenciarse en células originarias de las tres capas 
germinales. Diversos estudios demuestran que se pueden obtener miocitos (Citro L, 
2014), neuronas (Wheeler HE, 2015), hepatocitos (Jia B, 2014) o islotes pancreáticos 
(Kuise T, 2014) a través de la diferenciación de iPSCs. De este modo, este tipo celular 
brinda nuevas oportunidades terapéuticas en el campo de la medicina, pudiendo 
resultar una alternativa importante a considerar en el tratamiento de enfermedades 
como el Parkinson, el Alzheimer o la esclerosis lateral amiotrófica (Ross CA, 2014). 
Las células madre del adulto se pueden clasificar como células madre 
hematopoyéticas (HSC) y células madre mesenquimales (MSC): 
Las HSCs se aíslan de la médula ósea y de la sangre periférica (Chong P, 2012). 
Presentan los marcadores de superficie CD34, CD90 y CD133 (Hao Q, 1995; Yin A, 1997; 
Nielsen JS, 2009), y poseen la capacidad de diferenciarse hacia todas las células de 
estirpe hematopoyética.  
Las MSCs, son células multipotentes que pueden aislarse de diferentes tejidos (médula 
ósea, tejido adiposo, placenta y cordón umbilical; figura 4) y pueden diferenciarse en 






para expandirse ex vivo permite conseguir una cantidad suficiente para su uso 
terapéutico (Ullah I, 2015). 
 
Figura 4. Tejidos y órganos de los que se extraen MSCs. 
Las MSCs difieren entre sí en la expresión de marcadores de superficie y en su 
capacidad funcional tras haber sido estimuladas con mediadores proinflamatorios (Cao 
W, 2015; Laranjeira P, 2015). Por ello la Sociedad Internacional de Terapia Celular 
(ISCT) propone tres criterios mínimos para definir las MSCs (Dominici M, 2006): 
 Deben ser adherentes en condiciones de cultivo celular estándar. 
 Deben expresar los marcadores CD105, CD73 y CD90 y no expresar los CD45, 
CD34, CD14/CD11b, CD79α/CD19, además de expresar el antígeno leucocitario 
humano HLA-DR. 
 Deben ser capaces de diferenciarse (in vitro) en osteoblastos, adipocitos y 
condroblastos. 
Sin embargo, la no especificidad de estos criterios ha sido desde siempre un motivo de 
discusión (Hematti P, 2016). Por ello, más allá de criterios mínimos, se puede decir que 
las MSCs son una población de células heterogénea, con gran variedad de perfiles 






influenciado por el tejido de origen y los procedimientos de aislamiento y expansión 
(Krampera M, 2013; Uccelli A, 2008). 
Las MSCs desempeñan un papel crucial en la homeostasis de los tejidos y órganos y en 
el mantenimiento del nicho de células madre, debido principalmente al ya mencionado 
potencial para diferenciarse en varios tipos celulares y a la secreción de numerosos 
factores de crecimiento (Tolar J, 2010; Zhao S, 2010). La capacidad regenerativa y 
reparadora de las MSCs está mediada a través de un doble mecanismo: la interacción 
directa célula-célula a través de sus receptores de membrana y, la acción indirecta a 
través de factores solubles (efecto paracrino) (Klimczak A, 2016). Gracias a dichas 
capacidades, existen en la actualidad múltiples ensayos clínicos que analizan la 
idoneidad de la terapia celular con MSCs para el tratamiento de diversas patologías 
(tabla 4). De acuerdo a los datos recogidos en la base de datos clinicaltrails.gov a día 24 
de noviembre de 2017 (fig. 5A), actualmente se están llevando a cabo 781 ensayos 
clínicos con MSCs en distintas enfermedades De estos 781 ensayos clínicos, 149 
estudian el efecto terapéutico de las MSCs en las enfermedades neurológicas (fig. 5B). 
Tabla 4. Ensayos clínicos (en marcha o completados) con MSCs. 
Tabla tomada de Langrzyk A, 2017. 
Localización Patologías 
Sangre  Hemofilia 
 Síndrome mielodisplásico 
 Shock séptico y neutropenia severa 
 Anemia aplásica severa 
 Anemia de células calciformes 
Sistema cardiovascular  Infarto agudo de miocardio 
 Enfermedad de Buerguer 
 Cardiomiopatía 
 Isquemia crónica de extremidades 
 Insuficiencia cardiaca 
 Hipertensión 
 Encefalopatía hipóxico-isquémica 
 Isquemia de extremidades 
 Hemorragia intraventricular 
 Aneurisma aórtico abdominal 
Enfermedades 
metabólicas 
 Diabetes mellitus tipo 1 






Sistema inmune  Enfermedad de injerto frente a huésped 
 Urticaria crónica autoinmune 
 Inflamación severa o refractaria y/o enfermedades 
autoinmunes 
Dientes  Defectos infraóseos periodontales 
Infecciones  Citomegalovirus 
 VIH 
Sistema reproductivo  Disfunción eréctil 
 Insuficiencia ovárica prematura 
Riñones  Nefropatía crónica del aloinjerto 
 Enfermedad renal crónica 




 Tendinopatía aquílea 
 Quiste óseo aneurismático 
 Espondilitis anquilosante 
 Daños degenerativos de menisco 
 Fracturas 
 Gonartrosis 
 Artritis reumatoide 
 Enfermedades del manguito rotador 
 Osteoartritis 
 Osteoartrosis 
 Osteogénesis imperfecta 
 Osteoporosis 
 Lesión osteocondral del astrágalo 
 Fractura diafisaria de la tibia 
Pulmones  
y sistema respiratorio 
 Lesión pulmonar aguda 
 Síndrome de dificultad respiratoria aguda 
 Insuficiencia respiratoria aguda 
 Asma 
 Fístula broncopleural 
 Enfermedad pulmonar obstructiva crónica 
 Enfisema 
 Fibrosis pulmonar idiopática 
 Bronquiectasia no debida a fibrosis quística 
 Bronquiolitis obliterante después de un trasplante 
pulmonar 
 Neumonitis 
 Hemosiderosis pulmonar 






Intestino  Enfermedad de Crohn 
 Enfermedad inflamatoria intestinal 
 Enterocolitis neutropénica 
 Colitis ulcerosa 
Músculos  Distrofia muscular de Duchenne 
 Distrofia facioescapulohumeral 
Ojos  Glaucoma avanzado 
 Retinitis pigmentosa 
Sistema nervioso  Adrenoleucodistrofia cerebral avanzada 
 Enfermedad de Alzheimer 
 Esclerosis lateral amiotrófica 
 Daños cerebrales por anoxia o hipoxia 
 Ataxia 
 Autismo 
 Daños del sistema nervioso central 
 Parálisis cerebral 
 Paraplejia crónica 
 Enfermedad degenerativa de disco 
 Neuropatía diabética 
 Epilepsia 
 Enfermedad de Huntington 
 Esclerosis múltiple 
 Neuroblastoma 
 Enfermedades del espectro de la neuromielitis óptica 
 Enfermedad de Parkinson 
 Lesión de la médula espinal 
 Depresión resistente al tratamiento 
Hígado  Lesiones biliares de tipo isquémico 
 Cirrosis hepática 
 Insuficiencia hepática causada por el virus de la 
hepatitis B 
 Nefritis lúpica 
Piel  Quemaduras 
 Cicatrices de cesáreas 
 Úlceras de pie diabético 
 Epidermólisis bullosa distrófica recesiva 
 Psoriasis 











Figura 5. Ensayos clínicos con MSCs clasificados por enfermedades [A]. Ensayos clínicos en 






II.7.2. Células Madre Derivadas de Tejido Adiposo  
En las últimas décadas se ha considerado el tejido adiposo como una fuente abundante 
de MSCs. Este tejido está compuesto principalmente por los adipocitos y la fracción 
vascular estromal que contiene el resto de componentes celulares (preadipocitos, 
fibroblastos, células endoteliales, células inmunes y células madre). Aunque los 
adipocitos son el principal componente del tejido adiposo y le confieren un papel 
inmunomodulador, a través de la secreción de unas proteínas conocidas como 
adipocinas (la adiponectina, la leptina, el inhibidor del plasminógeno-1, la resistina, los 
inhibidores de proteasa de serina de tejido adiposo visceral y citoquinas 
proinflamatorias), la fracción vascular estromal es una fracción importante, ya que es 
de donde se obtienen las células madre derivadas de tejido adiposo (ADSCs; Makridakis 
M, 2013). 
Aislamiento de ADSCs 
Una de las principales ventajas de las ADSCs frente a otras células madre adultas es su 
fácil obtención mediante un método poco invasivo, lo cual las hace una de las 
principales fuentes de células madre. Se ha observado que influye el tipo de tejido 
adiposo del que se extraen (Skalska U, 2011). El tejido adiposo blanco es el mejor lugar 
para aislar ADSCs por varias razones; en primer lugar, por su alto contenido en células 
madre con alta actividad proliferativa y, en segundo lugar, porque las células madre del 
tejido blanco adiposo demuestran un mayor potencial de diferenciación que las células 
madre del tejido adiposo pardo.  
Las ADSCs son extraídas del tejido adiposo a partir del contenido de lipoaspirados, 
principalmente de carácter cosmético. El material extraído es una mezcla de fluido del 
tejido, sangre y grasa creada por la desintegración de los adipocitos y otros fragmentos 
de tejido. La muestra se digiere empleando una mezcla de enzimas, entre los que se 
incluye la colagenasa. Después de la digestión, se centrifuga y la fracción líquida es 
separada de la fracción estromal que se ha depositado en el fondo. Esta fracción es una 
mezcla heterogénea de células que contiene ADSCs, las cuales se seleccionan por su 
capacidad de adhesión en cultivo in vitro (Fraser J, 2006). 
Por otro lado, se ha comprobado que la técnica empleada para la obtención de tejido 






métodos mecánicos para romper el tejido adiposo deberían ser limitados, ya que 
pueden disminuir un 70% la viabilidad de las ADSCs obtenidas. 
La terapia celular con ADSCs para el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas 
ha mostrado importantes efectos beneficiosos en estudios llevados a cabo en modelos 
animales, reduciendo los defectos neurológicos, regulando la respuesta inmune y la 
inflamación, y promoviendo mecanismos endógenos de reparación en el SNC (Fraser J, 
2006; Muraoka K, 2008). Sin embargo, uno de los principales problemas de la 
administración directa de ADSCs es el reducido porcentaje de células viables que 
permanecen en el lugar de la inoculación; de hecho, muchas de las células 
administradas se localizaron en órganos distantes de la zona de inoculación. 
Aunque inicialmente se pensó que los efectos de las ADSCs eran el resultado de situar 
estas células en los tejidos dañados (Nauta AJ, 2007; Zhao S, 2010), posteriormente se 
ha observado que el efecto terapéutico puede ser ejercido no sólo de forma directa 
por las mismas, sino por un efecto paracrino (secretoma). El secretoma está 
compuesto por una fracción soluble proteica constituida por factores de crecimiento y 
citoquinas y, una fracción vesicular compuesta por microvesículas y exosomas, los 
cuales están involucrados en la transferencia de proteínas y material genético a otras 
células (Salgado AJ, 2015). 
Las ADSCs pueden secretar varios factores neurotróficos como el GDNF, BDNF, factores 
inductores de la vascularización como el VEGF, el factor de crecimiento de hepatocitos 
(HGF) o el factor de crecimiento insulínico tipo 1 (IGF-1), entre otros (Nakagami H, 
2005; Wei X, 2009; Zhao L, 2009; Kim IG, 2013). Estos factores de crecimiento pueden 
contribuir a frenar la degeneración neuronal y reducir la muerte celular por apoptosis 
(Wei X, 2009; Zhao L, 2009). 
En el secretoma de las ADSCs también pueden encontrarse exosomas (vesículas 
extracelulares de 40–100 nm de diámetro) que actúan como un vehículo de 
comunicación para el mantenimiento de la homeostasis tisular (Lai RC, 2013). Estas 
microvesículas son portadoras de ácidos nucleicos, proteínas y lípidos. Algunos 
investigadores han demostrado que la inyección intravenosa de exosomas derivados 
de ADSCs pueden inducir un aumento de la densidad axonal y de las áreas sinaptofisin 
positivas a lo largo de la zona límite del cortex y el cuerpo estriado, confirmando que 






2013). También se ha observado que las ADSCs expresan niveles altos de neprilisina, 
enzima que degrada a la proteína β-amiloide en el cerebro; por ello, los exosomas 
pueden resultar una alternativa terapéutica importante en el tratamiento de la EA 
(Katsuda T, 2013). 
En los ensayos clínicos llevados a cabo mediante el trasplante de ADSCs se han 
obtenido beneficios moderados, esto podría ser debido más que al origen de las 
células o a la enfermedad degenerativa investigada, a la limitada viabilidad de las 
células trasplantadas (fig.6). Por esta razón, con la finalidad de incrementar las 
capacidades biológicas y terapéuticas de las ADSCs, estas células pueden ser sometidas 
a una situación de precondicionamiento. 
 
Figura 6. Esquema sobre las limitaciones más importantes para la supervivencia celular durante 
el trasplante de ADSCs y posibles estrategias para la mejora de las terapias celulares. Tomado 
de Baldari S, 2017. 
 
De este modo, es posible conseguir células capacitadas con mayor capacidad de 
respuesta ante el estrés y, obtener, a su vez, un medio acondicionado por las mismas, 
rico en diversos factores como VEGF, BDNF o FGF, que posteriormente pueda 
emplearse como tratamiento en diversas patologías (Kavanagh DPJ, 2014).  
En este sentido, se han propuesto diferentes tipos de precondicionamiento, entre los 
que cabe destacar los siguientes (fig.7): 
Privación de suero bovino fetal. Generalmente las células en cultivo se mantienen en 
un medio que contiene suero bovino fetal (SBF). Al someter a estas células a una 






medio acondicionado rico en factores de crecimiento, como el BDNF, y citoquinas 
como IL-6 o IL-8 (Mei W, 2014).  
Hipoxia. Las ADSCs provienen de un microambiente con bajo nivel de oxígeno (1-5% de 
O2), sin embargo, suelen ser cultivadas a nivel atmosférico de oxígeno (20-21% O2). 
Recrear su microambiente mediante la hipoxia mejora su funcionalidad a nivel de 
proliferación, diferenciación y de secreción de citoquinas y factores de crecimiento 
(Fotia C, 2015). Se ha comprobado que la hipoxia no produce cambios morfológicos en 
las ADSCs y que siguen expresando los marcadores característicos como son CD73, 
CD105 o CD90 (Choi JR, 2014; Roemeling-van RM, 2013). El precondicionamiento con 
hipoxia también las capacita para responder al estrés oxidativo por ausencia de 
oxígeno, como de hecho ocurre en numerosas condiciones patológicas. Así, se ha 
observado que, en comparación con ADSCs cultivadas en normoxia, las ADSCs 
precondicionadas por hipoxia tienen una viabilidad celular superior ante una 
exposición aguda posterior a ausencia de oxígeno (1,5 – 2%), debido a una menor 
activación de la caspasa-3 (Choi JR, 2014) y a la secreción autocrina de factores de 
crecimiento, como el VEGF o FGF (Hsiao ST, 2013) que confiriere, a su vez, al medio 
acondicionado capacidad angiogénica, inmunosupresora y de reparación de tejidos 
(Choi JR ,2015). 
Peróxido de hidrógeno (H2O2). Como ya se ha comentado, el H2O2 es considerado una 
de las moléculas dañinas que pueden alterar a la célula de diferentes formas. Sin 
embargo, su utilización adecuada puede fomentar mecanismos de supervivencia 
celular frente al daño oxidativo. Así, el pretratamiento de las células a concentraciones 
bajas de H2O2 durante periodos cortos de tiempo, no sólo no produce un efecto 
dañino, sino que las células pueden movilizar los mecanismos protectores 
compensatorios con los que protegerse o mitigar los daños causados por una mayor 
exposición a los ROS. En el precondicionamiento con H2O2 es preciso tener en 
consideración dos condiciones para obtener dicho efecto protector. La primera es la 
concentración del H2O2 a utilizar, ya que si es demasiado baja puede no inducir los 
mecanismos protectores compensatorios y, por el contrario, si es demasiado elevada 
se producirá daño celular. Al igual que la concentración, si el tiempo de duración del 
tratamiento es corto no se conseguirá el efecto protector deseado y, si por el contrario 






Tratamiento con citoquinas. El contenido del secretoma de las ADSCs puede ser 
modulado para obtener una respuesta más efectiva en situaciones de inflamación. Una 
de las vías para incrementar el potencial antiinflamatorio de las ADSCs es el 
pretratamiento con citoquinas pro-inflamatorias. Así, se ha observado que el  
precondicionamiento de las ADSCs con interleucina-1 (IL-1) provoca la secreción del 
factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF). Este factor actúa como un 
factor neurotrófico en las células neuronales, incrementando la neurogénesis, la 
neuroplasticidad y contrarrestando la apoptosis. También se ha observado que, en 
situaciones de inflamación, el tratamiento de células de la glía con medio 
acondicionado por ADSCs tratadas con IL-10, causa una reducción en la secreción de 
marcadores inflamatorios como IL-6, G-SCF y TNF-α. Estos resultados muestran el 
potencial uso de las citoquinas para intensificar las acciones beneficiosas de las ADSCs 
en diferentes terapias (Redondo-Castro E, 2017). 
Otro método para incrementar la capacitación de las ADSCs, mejorar su supervivencia 
ante el estrés y facilitar su integración en las zonas dañadas es el Cultivo 
tridimensional (3D) de las mismas. A pesar de que el cultivo de ADSCs en monocapa es 
el más habitual, está demostrado que el cultivo prolongado de estas células conlleva 
una disminución en la expresión de los marcadores de pluripotencia y de su capacidad 
de diferenciación (Baer PC, 2010). Por este motivo, la aplicación de técnicas de cultivo 
3D para la formación de esferoides, adquiere cada vez mayor importancia. Estos 
esferoides o agregados celulares pueden formarse mediante diferentes métodos de 
cultivos 3D, como son el “hanging drop”, frascos de cultivo no adherentes, “scaffolds” 
o geles con componentes de la matriz extracelular (Liu BH, 2013). Estos esferoides, una 
vez administrados mediante inyección local, pueden disociarse permitiendo a las 
células migrar hasta el lugar de la lesión, donde intervienen en el proceso de 
reparación. Distintos estudios muestran que las ADSCs cultivadas en esferoides 
incrementan la expresión de citoquinas, factores de crecimiento (VEGFA, VEGFB, HGF, 
PDGFA, PDGFG, entre otros) y de marcadores de pluripotencia (NANOG, OCT3/4 y 








Figura 7. Resumen de tratamientos para el precondicionamiento de ADSCs. 
En el presente estudio hemos combinado diferentes técnicas bioquímicas, 
electrofisiológicas e inmunohistoquímicas para evaluar el efecto de las ADSCs y del 
medio condicionado por estas células (ADSC-MA), frente a la neurotoxicidad inducida 
por estrés oxidativo en un nuevo modelo in vitro de células SH-SY5Y diferenciadas con 
ec23+BDNF (SH-SY5Yd). También, hemos comparado dicho efecto con el obtenido tras 
el tratamiento con BDNF. Finalmente, hemos investigado si la adición de un agente 
antioxidante como la NAC al ADSC-MA mejora la recuperación de las células SH-SY5d 






































Teniendo en cuenta, por un lado, la influencia de la inflamación y el estrés oxidativo en 
la neurotoxicidad, y por otro lado, las propiedades inmunomoduladoras, 
antiinflamatorias y antioxidantes que poseen las MSCs, los Objetivos Generales de 
este estudio son, en primer lugar, analizar la posible utilidad terapéutica de la terapia 
celular con ADSCs para revertir el daño neurotóxico derivado del estrés oxidativo 
neuronal; en segundo lugar, se pretende comparar la eficacia de dicha terapia celular 
con la obtenida con agentes antioxidantes, como el NAC, así como con la producida por 
la combinación de ambas terapias. 
Este objetivo general se fundamenta en la siguiente Hipótesis: las ADSCs ejercen un 
efecto neuroprotector frente al estrés oxidativo a través de la liberación al medio 
extracelular de factores con actividad paracrina.  
Para confirmar esta hipótesis se proponen los siguientes Objetivos Específicos: 
1. Establecer un modelo de diferenciación neuronal in vitro. 
Las neuronas humanas son células muy difíciles de obtener y mantener in vitro, por lo 
que es necesario desarrollar modelos en los que llevar a cabo estudios de 
neurotoxicidad. Para la realización de este trabajo se ha seleccionado la línea de 
células de neuroblastoma SH-SY5Y, que puede ser inducida hacia una diferenciación 
neuronal utilizando una combinación secuencial de retinoide (ec23) y BDNF. 
2. Determinar el efecto del estrés oxidativo sobre el modelo neuronal establecido. 
Este objetivo persigue simular, en el modelo neuronal in vitro, un estado de estrés 
oxidativo similar al que se produce durante las enfermedades neurodegenerativas. 
Para ello, las células se expondrán, de forma controlada, a diferentes concentraciones 
de H2O2.  
3. Determinar la eficacia de la terapia antioxidante como estrategia para revertir el 
efecto del daño oxidativo neuronal. 
Los antioxidantes juegan un papel importante en la prevención del daño causado por el 
estrés oxidativo, neutralizando los radicales libres e inhibiendo la peroxidación lipídica. 
Para contrarrestar el efecto dañino del estrés oxidativo, se han propuesto numerosos 
compuestos antioxidantes y agentes neuroprotectores, siendo la NAC el compuesto 
más empleado en los estudios de neuroprotección.  





4. Determinar la eficacia de la terapia celular como estrategia para revertir el efecto 
del daño oxidativo neuronal. 
Existen evidencias de que las ADSCs poseen un efecto terapéutico sobre distintos tipos 
celulares, en gran medida, debido a su actividad paracrina. Este objetivo persigue 
analizar la capacidad terapéutica de las propias ADSCs, así como la de su medio 
acondicionado obtenido en condiciones de cultivo de las células en ausencia de SBF. 
5. Determinar la eficacia de la combinación del medio acondicionado y la NAC como 
estrategia para revertir el efecto del daño oxidativo neuronal. 
Una vez analizados los efectos terapéuticos de las ADSCs y la NAC, de forma aislada, 
sobre el modelo neuronal de estrés oxidativo, se estudiará el posible efecto 
terapéutico de la combinación del medio acondicionado por las ADSCs privadas de SBF 





































IV.1. MATERIAL Y TÉCNICAS 
IV.1.1. Células 
IV.1.1.1. Línea celular de neuroblastoma humano (SH-SY5Y) 
La línea celular SH-SY5Y es un subclón de las células SK-N-SH, las cuales fueron 
obtenidas a partir de una biopsia de una paciente con neuroblastoma. Estas células son 
diploides y con características similares a las de las neuronas noradrenérgicas. En los 
cultivos in vitro se identifican dos poblaciones de células, unas con fenotipo neuronal 
(tipo N) y otras con fenotipo substrato-adherente (tipo S).  
Las células SH-SY5Y empleadas en el presente trabajo fueron adquiridas en la American 
Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, USA). 
Estas células pueden diferenciarse y madurar adquiriendo un fenotipo neuronal, de 
acuerdo a criterios morfológicos y bioquímicos, cuando son tratadas con distintos 
agentes como el ácido all-trans-retinoico (ATRA, Sigma-Aldrich Chemical Co.) o el factor 
neurotrófico derivado del cerebro (BDNF, Sigma-Aldrich Chemical Co), entre otros. 
 
Figura 8. Cultivo de células SH-SY5Y con inmunomarcaje para NF-200 con Alexa Fluor® 488 
(verde) y núcleos con Hoechst (azul). Imagen tomada en microscopio de fluorescencia, objetivo 
20x. Las flechas identifican los dos tipos celulares S y N. 





IV.1.1.2. Células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo (ADSC, 
Adipose-derived Stem Cell) 
Las ADSCs de origen humano fueron donadas por Histocell S.L. (Parque Científico-
Tecnológico de Bizkaia, España). Estas células fueron aisladas a partir de muestras de 
tejido adiposo procedentes de lipoaspirados. Se consiguió un stock que se almacenó en 
nitrógeno líquido, lo que aseguró una reserva de células suficiente para completar el 
estudio. 
 
Figura 9. Cultivo de células ADSCs en frasco de 75 cm
2
. Imagen tomada en microscopio de 
contraste de fases, objetivo 20x. 
IV.1.2. Cultivos celulares 
IV.1.2.1. Descongelación y mantenimiento del cultivo 
Las células se mantuvieron almacenadas a -180°C en un tanque de nitrógeno líquido y 
a -80°C en un ultracongelador (MDF-U52V, Sanyo Electric Biomedical Co., Japón). Para 
llevar a cabo la experimentación se procedió a la descongelación de los crioviales en un 
baño termostático a 37oC. La manipulación de los cultivos en esterilidad se llevó a cabo 
en la cabina de flujo laminar vertical Faster Bio 48. 





Las células fueron cultivadas en frascos de 25 y 75 cm2 de superficie (Sarstedt AG & Co, 
Alemania) en las siguientes condiciones: 
 Línea celular SH-SY5Y: densidad de 4x104 células/cm2 en medio de cultivo 
Dulbecco´s modified Eagle´s médium/F12 (DMEM/F-12, Gibco, Life 
Technologies™, Carlsbard, CA, EE.UU.), suplementado al 10% con SBF 
(Biochrom AG, Alemania), 50 U/ml de penicilina y 50 µg/ml de 
estreptominicina (Lonza, Bélgica). 
 Línea celular ADSC: densidad de 4x103 células/cm2 en medio de cultivo DMEM-
Glutamax™ (Gibco, Life Technologies™), suplementado al 10% con SBF, 50 
U/ml de penicilina y 50 µg/ml de estreptominicina. 
Una vez realizada la siembra, los cultivos se mantuvieron en un incubador (CO2 
incubator MCO-18AIC-UV, Sanyo Electric Biomedical Co.) a 37°C, humedad a saturación 
y un 5% de CO2. Alcanzado el estado de semiconfluencia (80-90% de la superficie de 
cultivo ocupada), se despegaron las células con tripsina y ácido 
etilendiaminotetraacético (trispsina-EDTA) 0.05% (Gibco, Life Technologies™). La 
suspensión celular se centrifugó durante 5 minutos a 500g (Heraeus Labofuge 400R, 
Alemania). Por último, se procedió al recuento de las células en un hemocitómetro 
Bürker (BlauBrand®, Alemania), estimando la viabilidad celular por el método de 
exclusión del Azul Tripán (Gibco, Life Technologies™). En todos los casos se emplearon 
células en pases 3 a 5. 
IV.1.2.2. Congelación de las células 
Con el fin de crear un stock celular, se procedió a congelar las células a una 
concentración de 1x106 células/ml de solución de congelación, compuesta por SBF con 
10% de dimetilsulfóxido (DMSO, Sigma-Aldrich Chemical Co.). Una vez distribuidas las 
células en los viales etiquetados, se introdujeron en un contenedor para congelación 
sumergido en propanol (Mr. Frosty, Nalgene® Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 
EE.UU.), el cual se introdujo directamente en el ultracongelador a -80°C. Este sistema 
indujo una congelación gradual (descenso de 1°C/min) desde la Tª ambiente hasta         
-80°C. 





IV.1.2.3. Siembra de la suspensión celular en placas multipocillos 
Para la experimentación en placa (Sarstedt AG&Co.), se sembraron las células SH-SY5Y 
a una concentración de 20x103 células/pocillo, para las placas de 24 pocillos y, de 
12x103 células/pocillo, para las placas de 96 pocillos. Para los experimentos de 
inmunomarcaje se utilizaron cubreobjetos redondos (Menzel-Gläser, Alemania) como 
soporte de cultivo. En ellos se sembraron 15x103 células/cubreobjetos. 
IV.1.2.4. Inducción de la diferenciación neuronal de células SH-SY5Y 
Para inducir la diferenciación de las células SH-SY5Y, se llevaron a cabo las siguientes 
modificaciones en las condiciones de cultivo: 
 Recubrimiento de la superficie de cultivo con 1mg/ml de Poli-D-Lisina (Becton, 
Dickinson and Company, Bedford, MA, EE.UU.) o 10µg/ml de laminina (Sigma-
Aldrich Chemical Co.) en agua destilada estéril (12 h de incubación), para 
facilitar la adhesión celular. 
 Tratamiento de las células con agentes inductores de la diferenciación: se 
utilizaron dos tipos alternativos de agentes diferenciadores, ATRA y ec23 (4-
(5,5,8,8-Tetramethyl-5,6,7,8-tatrahydronaphthalen-2-ylethynyl) benzoic acid) 
(Reinnervate Ltd, United Kingdom), a concentraciones de 10 µM y 1 µM 
respectivamente, aplicando, en ambos casos, dos dosis espaciados con un 
intervalo de 72 horas. 
 Tratamiento con 2 nM de BDNF administrado 48 horas tras el segundo pulso 
del agente diferenciador ec23. 
A lo largo del proceso de diferenciación, los cultivos se mantuvieron a 37°C, humedad a 
saturación y 5% de CO2. 
IV.1.2.5. Obtención del medio acondicionado por ADSCs  
La obtención del medio acondicionado por ADSCs (ADSC-MA) se llevó a cabo 
sembrando 2,5x105 células en un frasco de 25 cm2 en medio DMEM-Glutamax™, 
suplementado al 10% con SBF 50 U/ml de penicilina y 50 µg/ml de estreptominicina. 
Una vez adheridas las células a la superficie de cultivo (2 horas), se sustituyó el medio 
de siembra por el medio a acondicionar, DMEM-Glutamax™ libre de SBF, 
manteniéndose estas condiciones de cultivo durante 48 horas. Transcurrido este 





tiempo se recogió el medio y se filtró a través de un filtro de 0,22 µm de tamaño de 
poro (Sarstedt AG&Co.). Este ADSC-MA se utilizó inmediatamente después de su 
recogida o se conservó a -20ºC para su posterior utilización. 
IV.1.3. Técnicas de experimentación 
IV.1.3.1. Inducción de estrés oxidativo 
La inducción del estrés oxidativo en las células SH-SY5Y se realizó mediante la 
administración del agente oxidante H2O2 (33% P/V, Panreac Química SLU, España), 
diluido a diferentes concentraciones (0.01, 0.1, 0.25, 0.5 y 1 mM) en medio DMEM/F-
12 o Glutamax™, durante un tiempo de 60 minutos. 
IV.1.3.2. Determinación de la viabilidad y proliferación celular 
La determinación de la viabilidad celular se realizó mediante recuento celular directo 
en cámara Burker (BlauBrand®). Para obtener la suspensión celular se añadieron 180 µl 
de tripsina-EDTA en los pocillos, manteniéndolos 1 minuto. Las células despegadas se 
resuspendieron y se neutralizó la tripsina con 20 µl de SBF. Posteriormente, se tomó 
una alícuota y, diluida 1:2 con azul tripán, se llevó a cabo el recuento en el microscopio 
de contraste de fases. 
La valoración de la proliferación celular se llevó a cabo mediante el ensayo del MTT 
(Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol, Boehringer Mannheim). Este 
ensayo se basa en la transformación de la sal de tetrazolio en cristales de formazán, 
proceso inducido por células metabólicamente activas. Para ello, se añadieron          
100 µl/pocillo de MTT en Phosphate Buffered Saline (PBS, Sigma-Aldrich Chemical Co.; 
0.5 mg/ml) y se incubaron durante 2 horas a 37°C. Después de este tiempo, se 
solubilizaron los cristales de formazán, adquiriendo el medio una coloración azul, cuya 
absorbancia se midió en el lector multiparamétrico de placas Synergy™ HT System 
(Biotek Instruments Inc, Winooski, VT, EE.UU.), utilizando una λ= 540 nm. 
IV.1.3.3. Determinación de los niveles intracelulares de ROS 
La medida de los niveles intracelulares de ROS se llevó a cabo mediante un ensayo 
fluorimétrico, basado en la emisión de fluorescencia de la sonda                                    
2,7-diclorofluoresceína diacetato (H2DCF-DA. Molecular Probes®) tras su oxidación por 
radicales libres. Esta sonda, que es hidrolizada por las esterasa intracelulares y oxidada 





por los ROS, se convierte en diclorofluoresesceina (DCF), que emite fluorescencia a una 
λ=517-527 nm cuando se excita a una λ=492-495 nm. El ensayo se llevó a cabo en 
placas de 96 pocillos, a los que se añadió 100 µl de sonda diluida en PBS a 
concentración 10 µM y, se incubó durante 30 minutos a 37°C en oscuridad. Pasado 
este tiempo, se retiró la sonda de los pocillos y se añadió medio de cultivo. La 
cuantificación de la fluorescencia se llevó a cabo de forma cinética a lo largo de 60 
minutos, realizando un registro cada 10 minutos en el lector multiparamétrico de 
placas, con la configuración de filtros a 492-495 nm de excitación y 517-527 nm de 
emisión. Los resultados se expresaron en unidades arbitrarias (u.a.), una vez restado el 
valor de la autofluorescencia de las células. 
IV.1.3.4. Técnicas de inmunodetección de proteínas de citoesqueleto 
Para determinar el efecto de la diferenciación sobre el fenotipo de las células SH-SY5Y, 
se realizó una inmunodetección de las proteínas de citoesqueleto neurofilamento 
200kDa (NF-200) y proteína asociada a microtúbulos (MAP-2), mediante técnicas de 
inmunofluorescencia según el siguiente procedimiento: 
 Fijación de las células y bloqueo de uniones inespecíficas 
Se fijaron las células con metanol (-20°C durante 10 minutos). Tras un lavado 
con PBS de 5 minutos a Tª ambiente, se bloqueó la inespecificidad de la 
reacción Ag-Ac con SBF al 10% en PBS durante 30 minutos. Pasado este 
tiempo, se hicieron dos lavados con PBS. 
 Incubación con el anticuerpo primario 
La dilución para el anticuerpo mouse Anti-MAP2 (Sigma-Aldrich, Chemical Co.) 
fue de 1:100 y la del anticuerpo Rabbit Anti-NF-200 (Sigma-Aldrich, Chemical 
Co.) de 1:160, ambos en SBF al 5% en PBS. Se añadió un volumen de 50 µl 
sobre las células cultivadas en cubreobjetos y se incubaron en una cámara 
húmeda durante toda la noche a 4°C. 
 Incubación con el anticuerpo secundario 
Tras tres lavados de 5 min con PBS a Tª ambiente, se incubaron las células 
durante 1 hora con Alexa Fluor® 488 Goat antiMouse (Invitrogen™ Life 
Technologies™) diluido 1:2000 y con Alexa Fluor® 488 Goat antiRabbit 
(Invitrogen™ Life Technologies™) diluido 1:200, en SBF al 5% en PBS, para    
NF-200 y MAP-2, respectivamente. 





 Montaje de las muestras 
Transcurrido el tiempo de incubación se realizaron 2 lavados de 5 minutos con 
PBS a Tª ambiente. Con el objetivo de marcar los núcleos, las muestras se 
incubaron con Hoechst 33342 0,5µg/ml (Sigma-Aldrich, Chemical Co.) diluido 
en PBS durante 20 minutos. Por último, tras dos lavados con PBS, las 
preparaciones se montaron con Fluoromount™ (Sigma-Aldrich, Chemical Co.) 
para su observación al microscopio de fluorescencia (Zeiss Axioskop; Alexa 
Fluor® 488 λex = 495 y λem = 519, Hoechst 33342 λex = 350 y λem = 461). 
IV.1.3.5. Determinación de la presencia y concentración de factores de 
crecimiento en el ADSC-MA, mediante ELISA  
La determinación del contenido en factores neurotróficos (Brain derived Neurotrophic 
factor, BDNF y Glial cell-derived Neurotrophic factor, GDNF) del ADSC-MA, se llevó a 
cabo mediante la técnica de ELISA (Enzyme-Linked InmunoSorbent Assay), empleando 
los kits comerciales RAB0026 y RAB0205 (Sigma-Aldrich, Chemical Co). Este ensayo 
utiliza una placa de 96 pocillos cuyo fondo está recubierto por anticuerpos que se unen 
a BDNF o GDNF. La recta patrón se obtuvo a partir de las concentraciones de 16, 6.4, 
2.56, 1.02, 0.41, 0.16, 0.066 y 0 ng/ml de BDNF/GDNF. Para la cuantificación de estos 
factores en el ADSC-MA, se añadieron 100 µl de este medio a cada pocillo, se cubrió la 
placa y se incubó durante 2 horas 30 minutos a Tª ambiente, para que el BDNF y GDNF 
presentes en la muestra se uniesen al anticuerpo inmovilizado en los pocillos. 
Transcurrido este tiempo, se lavaron los pocillos cuatro veces con el tampón lavador, 
se secaron y se añadieron 100 µl de estreptavidina-peroxidasa. Tras una incubación de 
45 minutos, en agitación y a Tª ambiente y después de cuatro lavados, se añadió el 
cromógeno 3, 3,-5,5-tetramethylbenzidine (TMB) durante 30 minutos con agitación en 
oscuridad. Por último, se añadieron 50 µl de la solución stop a cada pocillo y el líquido 
viró del color azul al amarillo. La absorbancia se midió a una λ=450 nm en el lector 
multiparamétrico de placas. Los valores se representan en relación a los valores de 
absorbancia y, por lo tanto, a las concentraciones de BDNF o GDNF utilizadas en la 
recta patrón (ng/ml). 
IV.1.3.6. Electrofisiología – Registros de patch clamp 
El registro electrofisiológico de las células SH-SY5Y se realizó mediante la técnica de 
patch clamp. Las células se sembraron a una concentración de 15x103 células en 





cubreobjetos de 12 mm de diámetro. Los cultivos se sometieron a un proceso de 
diferenciación según se describe en el apartado IV.1.2.4. 
Para llevar a cabo los registros electrofisiológicos, los cubreobjetos fueron transferidos 
a la cámara de registro y perfundidos con una solución de liquido cefalorraquídeo 
artificial que contenía NaCl 125 mM, KCl 2.5 mM, MgCl2 1.2 mM, NaH2CO3 26 mM, 
NaH2PO4 1.25 mM, CaCL2 2.4 mM y D-glucosa, saturada con un 95% de O2 y 5% de CO2 
(pH 7.3 – 7.4, 295 – 300 mOsm). Las células fueron visualizadas con un microscopio con 
óptica infrarroja (Eclipse E600FN, Nikon). Las medidas se llevaron a cabo a Tª ambiente 
empleando pipetas de vidrio con una resistencia de 4 – 7 MΩ (PC-10, Narishige CO., 
LTD) y rellenas con una solución interna compuesta por gluconato potásico 130 Mm, 
NaCl 5 mM, MgCl2 1 mM, EDTA 1 mM, HEPES 10 mM, Mg-ATP 2 mM, Na-GTP 0.5 mM y 
phosphocreatina 10 mM (290 – 295 mOsm). Para medir las corrientes, los 
experimentos se llevaron a cabo fijando el voltaje a -50 mV (Vh = -50 mV). Las 
corrientes voltaje-dependientes fueron desencadenadas por la despolarización del 
potencial de membrana desde -70 a +50 mV (300 ms). Los potenciales de acción 
espontáneos y provocados, inducidos por la inyección de corrientes desde 0 a 120 pA 
(500 ms), fueron grabados en modo current-clamp. Las medidas fueron tomadas con 
un amplificador Axopatch-200B, filtrado a 5 kHz, y digitalizadas con Digidata 1322A 
(Axon Instruments). Los datos fueron mostrados a 10 kHz y analizados con el software 
Clampex 10.2 (Molecular Devices).  





IV.2. PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES 
IV.2.1. Estudio del efecto del estrés oxidativo sobre las células SH-SY5Y no 
diferenciadas  
Para determinar el efecto del estrés oxidativo, inducido mediante la adición al medio 
de cultivo de diferentes concentraciones de H2O2 (0.01, 0.1, 0.25, 0.5 y 1 mM) durante 
1hora, se realizaron los siguientes experimentos:  
 Determinación de los niveles intracelulares de ROS: se llevó a cabo la medida 
cinética a intervalos de 10 minutos durante la primera hora tras la oxidación, 
utilizando la sonda según el protocolo descrito en el apartado IV.1.3.3.  
 Determinación de la viabilidad celular a las 24, 48 y 72 horas tras la oxidación, 
siguiendo el protocolo descrito en el apartado IV.1.3.2. 
IV.2.2. Determinación del protocolo de diferenciación de las células SH-SY5Y 
IV.2.2.1. Protocolos de diferenciación empleados 
Para la diferenciación de las células SH-SY5Y se siguieron tres pautas diferentes: 
 Pauta 1: diferenciación con ATRA 
El proceso de diferenciación se inició con la siembra de las células SH-SY5Y sobre la 
superficie de cultivo tratada con laminina (10µg/ml). Transcurridas 24 horas (día 1), se 
añadió un primer pulso de ATRA, a una concentración de 10 µM en DMEM/F-12 + 10% 
SBF; 72 horas después (día 4), se añadió un segundo pulso de ATRA (10 µM). Se 
consideró finalizada la diferenciación una vez transcurridas 72 horas a partir del 
segundo pulso (día 7; fig.10). 
 
Figura 10. Secuencia de diferenciación de las células SH-SY5Y con ATRA. 
 Pauta 2: diferenciación con ec23  
De la misma forma que en el caso anterior, el proceso de diferenciación comenzó con 
la siembra de las células sobre superficies de cultivo tratadas con laminina. Esto se 
llevó a cabo en diferentes tipos de sustrato como frascos T25, placas de 24 y 96 





pocillos o cubreobjetos. Siguiendo la misma secuencia que para el ATRA, el ec23 (1 µM) 
se administró 24 horas tras la siembra (día 1) y 72 horas después del primer pulso (día 
4). Se consideró finalizado el proceso de diferenciación transcurridas 72 horas del 
segundo pulso (día 7; fig. 11). 
 
Figura 11. Secuencia de diferenciación de las células SH-SY5Y con ec23. 
 Pauta 3: diferenciación con ec23 + BDNF 
La inducción de la diferenciación celular se inició de la misma forma que en el caso 
anterior (dos pulsos de ec23, administrada a una concentración de 1 µM en los días 1 y 
4) incorporando un pulso de BDNF (2 nM), 48 horas después del segundo pulso de ec23 
(día 6). Se consideró finalizado el proceso de diferenciación el día 8 (fig.12). 
 
Figura 12. Secuencia de diferenciación de las células SH-SY5Y con ec23 + BDNF 
Una vez finalizada la diferenciación celular, se llevó a cabo la selección de la población 
tipo N de la línea celular SH-SY5Y. Esta población es la que tiene unas características 
fenotípicas más próximas a las de las neuronas y se caracteriza por tener una menor 
adhesividad al sustrato que las células tipo S. Para obtener un cultivo enriquecido en 
células N (90% de la población), las SH-SY5Y se cultivaron en frasco T75 hasta alcanzar 
el 80% de confluencia, momento en el que se sometió el cultivo a una incubación breve 
(10 segundos) con tripsina. Este proceso se repitió dos veces consecutivas, finalizando 
así la selección de la población celular tipo N. 
IV.2.2.2. Estudio de la eficacia de los diferentes protocolos de diferenciación 
empleados 
En las tres pautas de diferenciación se llevó a cabo un estudio de parámetros 
funcionales y morfológicos de las células diferenciadas. Así, se valoró la expresión de 
NF-200, la generación de ROS intracelulares y la capacidad proliferativa de las células. 





Todos los estudios se llevaron a cabo en los siguientes grupos experimentales: 
o SH-SY5Y control, analizadas el día 7. 
o SH-SY5Y diferenciadas con dos pulsos de ATRA 10 µM (pauta 1) y 
analizadas en el día 7 (secuencia de diferenciación fig. 10). 
o SH-SY5Y diferenciadas con dos pulsos de ec23 1 µM (pauta 2) y 
analizadas en el día 7 (secuencia de diferenciación fig. 11). 
o SH-SY5Y diferenciadas con dos pulsos de ec23 (1 µM) + un pulso de 
BDNF (2 nM) (pauta 3) y analizadas en el día 8 (secuencia de 
diferenciación fig. 12). 
 Efecto del proceso de diferenciación sobre la expresión de NF-200 
El efecto de la diferenciación sobre la expresión de NF-200 se analizó mediante las 
técnicas de inmunodetección descritas en el apartado IV.1.3.4.  
 Efecto del proceso de diferenciación sobre los niveles intracelulares de ROS  
Tras los diferentes procesos de diferenciación, las células fueron sometidas a oxidación 
(0.25 mM H2O2 durante 60 minutos), determinándose los niveles intracelulares de ROS 
a los 30 y 60 minutos, según se describe en el apartado IV.1.3.3. 
 Efecto del proceso de diferenciación sobre la proliferación celular 
La proliferación se estimó valorando la viabilidad celular de los cultivos en los días 7 y 




Tras el análisis de los resultados se decidió utilizar el modelo de diferenciación 
que combina ec23+BDNF (pauta 3), denominando a las células diferenciadas 
según este protocolo SH-SY5Yd. 
 





IV.2.3. Estudio del efecto del estrés oxidativo sobre las células SH-SY5Yd 
Las SH-SY5Yd, cultivadas sobre laminina en condiciones de semiconfluencia, fueron 
sometidas a estrés oxidativo mediante la incubación con 0.25 mM de H2O2 durante 60 
minutos, cuyo efecto se valoró mediante el análisis de los siguientes parámetros 
biológicos: 
 Niveles intracelulares de ROS: se determinaron a los 5, 30 y 60 minutos tras la 
adición del H2O2. 
 
 
 Medida de la viabilidad celular: se llevó a cabo a las 24 y 48 horas tras la 
oxidación. 
 
 Expresión de NF-200: se determinó fijando las células inmediatamente 
después de la oxidación y llevando a cabo el proceso de Inmunodetección 
según el protocolo descrito en el apartado IV.1.3.4. 
 
 Electrofisiología: se llevó a cabo a las 48 horas tras la oxidación según el 
protocolo descrito en el apartado IV.1.3.6. 






IV.2.4. Estudio del efecto de las ADSCs sobre las células SH-SY5Yd sometidas a 
estrés oxidativo 
IV.2.4.1. Efecto del co-cultivo con ADSCs sobre la proliferación de las células 
SH-SY5Yd sometidas a estrés oxidativo 
Para llevar a cabo el co-cultivo se emplearon insertos Transwell® (Corning 
Incorporated, Nueva York, EE.UU.), constituidos por un soporte que posee una 
membrana de poliestireno de 0.4 µm de poro, de forma que se puede llevar a cabo el 
co-cultivo de células en los diferentes compartimentos, permitiendo la difusión del 
medio de cultivo entre los compartimentos contiguos. 
Inicialmente se sembraron las SH-SY5Y (2x104 células/pocillo) en placas de 24 pocillos 
para inducir su diferenciación neuronal, según el protocolo descrito previamente (ec23 
+ BDNF). Una vez obtenidas las células SH-SY5Yd, se procedió a la inducción del estrés 
oxidativo mediante la administración de una dosis de 0.25 mM de H2O2, durante 60 
minutos. Transcurrido este tiempo se renovó el medio con DMEM-Glutamax™ libre de 
suero.  
De forma simultánea se prepararon los insertos Transwell®, donde se sembraron 7x103 
ADSCs en un volumen de 200 µl de medio de cultivo específico para estas células, 
añadiendo 800 µl de medio en los pocillos de la placa donde se colocaron los insertos. 
Tras 2 horas de aclimatación de las ADSCs, los transwell se transfirieron a la placa 
donde previamente se habían sembrado y oxidado las células SH-SY5Yd. El co-cultivo se 
mantuvo en DMEM-Glutamax™ libre de suero durante un periodo de 72 horas. 
El efecto de las ADSCs sobre las células SH-SY5Yd sometidas a estrés oxidativo se 
determinó mediante la medida de la proliferación de estas células a las 24 y 48 horas, 
comparando los valores obtenidos con los de la población control. 






IV.2.4.2. Determinación de la presencia de factores de crecimiento en el 
ADSC-MA 
Una vez obtenido el ADSC-MA de ADSCs como se explica en el apartado IV.1.2.5, se 
analizó el contenido en BDNF y GDNF en dicho medio, mediante la técnica ELISA según 
el protocolo descrito en el apartado IV.1.3.5. Los resultados obtenidos se expresaron 
en ng/ml. 
IV.2.4.3. Efecto del ADSC-MA sobre las células SH-SHY5Yd sometidas a estrés 
oxidativo 
 Efecto sobre los niveles intracelulares de ROS 
En una placa de 96 pocillos pretratados con laminina se sembraron 12x103 
células/pocillo. Al finalizar el proceso de diferenciación según la pauta 3, se retiró el 
medio de cultivo, siendo sustituido por 100 µl de ADSC-MA en cada pocillo. La 
oxidación se llevó a cabo con la dosis y tiempo descritos previamente (0.25 mM de 
H2O2 durante 60 minutos). Los niveles de ROS generados fueron medidos a los 5, 30 y 
60 minutos. 
 
 Efecto sobre la viabilidad celular 
Utilizando el mismo proceso de siembra, diferenciación y oxidación referidos en el 
apartado anterior, se añadieron 100 µl de ADSC-MA en cada pocillo. La viabilidad 
celular se determinó a las 24 y 48 horas. 






 Efecto sobre la expresión de NF-200 
Transcurrida 1 hora de la oxidación, se añadieron 500 µl de ADSC-MA en cada pocillo. 
Tras 48 horas se fijaron las células y se llevó a cabo el proceso de inmunodetección 
según el protocolo descrito en el apartado IV.1.3.4. 
 
 Efecto sobre la electrofisiología 
Del mismo modo señalado en los apartados anteriores, tras la oxidación y posterior 
adición de 500 µl de medio estándar o del ADSC-MA en cada pocillo, se procedió al 
análisis de las propiedades electrofisiológicas a las 48 horas, según el protocolo 
descrito en el apartado IV.1.3.6. 
 
IV.2.5. Efecto del tratamiento con NAC y BDNF sobre las células SH-SY5Yd 
sometidas a estrés oxidativo, aislados o en combinación con ADSC-MA 
Los tratamientos empleados para el estudio del efecto del estrés oxidativo sobre las 
células SH-SY5Yd oxidadas fueron: NAC 5 mM, BDNF 2 nM y los tratamientos 
combinados NAC+ADSC-MA y BDNF+ADSC-MA. 
 Efecto sobre los niveles de ROS 
Partiendo de 12x103 células/pocillo sembradas en una placa de 96 pocillos pretratados 
con laminina, se obtuvieron SH-SY5Yd según la pauta 3. Al finalizar este proceso se 





retiró el medio y se añadieron 100 µl de medio con el tratamiento correspondiente 
(NAC, BDNF, NAC+ADSC-MA o BDNF+ADSC-MA) en cada pocillo. La oxidación se llevó a 
cabo con la dosis y tiempo descrito previamente (0.25 mM de H2O2 durante 60 
minutos), tras lo cual se procedió a la cuantificación de los niveles de ROS generados a 
los 5, 30 y 60 minutos. 
 
 Efecto sobre la viabilidad celular 
Las células se sembraron, diferenciaron y oxidaron del mismo modo señalado en el 
apartado anterior, a continuación se añadieron 100 µl de medio suplementado con el 
tratamiento en cada pocillo (NAC, BDNF, NAC+ADSC-MA o BDNF+ADSC-MA). La 
viabilidad celular se determinó a las 24 y 48 horas. 
 
 Efecto sobre la expresión de NF-200 
Se fijaron las células 48 horas después del inicio del tratamiento, llevando a cabo el 
proceso de inmunodetección según el protocolo descrito en el apartado IV.1.3.4. 
 





 Efecto sobre la electrofisiología 
Del mismo modo que en los casos anteriores, las propiedades electrofisiológicas se 
analizaron a las 48 horas según el protocolo descrito en el apartado IV.1.3.6. 
 





IV.3. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
Las experiencias se repitieron, al menos, tres veces, y en cada una de ellas se realizaron 
un mínimo de tres réplicas por ensayo. 
Para el análisis estadístico de los resultados se utilizó el programa GraphPad Prism v5 
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EE.UU.). Los estadísticos empleados para la 
significación fueron la t-Student y el análisis de la varianza (ANOVA). 
Media aritmética y desviación estándar 
La media aritmética (x) es el valor característico de una serie de datos cuantitativos 
obtenidos de la suma de todos los valores observados (xi), divido entre el número de 
observaciones (N). 
x = Σ xi / N 
La desviación estándar (DE) es un indicador de la dispersión de variables que se 
expresa como la raíz cuadrada de la varianza (S2), la cual se obtiene del promedio de 
los cuadrados de las desviaciones de cada valor con respecto a su media, por lo tanto: 
DE = √ [∑ (xi – x)
2 / N] 
Análisis de la prueba t-Student 
El Test-t, es una prueba analítica utilizada para la comparación de medias de dos 
categorías cuantitativas dentro de una variable dependiente o las medias de dos 
grupos diferentes. Es una prueba paramétrica, es decir, sirve para comparar variables 
numéricas de distribución normal. 
La prueba t-Student establece el valor del estadístico t, según el cual corresponderá a 
un valor de significación estadística determinado. 
Análisis de la varianza (ANOVA) 
El ANOVA es un análisis estadístico que permite la comparación entre grupos a través 
de la S2 de la variable numérica en cada grupo de la variable categórica x. El objetivo es 
comprobar si las diferencias entre las x de distintos grupos son significativas. 
La cifra estadística obtenida con el ANOVA es la razón F de Snedecor, determinada 
mediante la siguiente relación: 








2 → Ft – 1, N – 1 
Donde SE
2 = x ∑t i = 1ni (xi – x)
2 / t – 1 
Y SD
2 = ∑ (xij – xi)
2 / N - t 
Así, para un nivel de significación α, si F → F t-1, N-t las medias de los grupos no son 
iguales, indicando, por lo tanto, que existen diferencias significativas entre los niveles. 
Nivel de significación 
Los resultados de un experimento requieren un tratamiento estadístico que permita 
orientar acerca de si la hipótesis de investigación debe ser rechazada o no, para lo cual 
se deberá establecer convencionalmente un determinado nivel de significación que 
permita diferenciar resultados estadísticamente significativos de aquellos que no lo 
son. 
El nivel de confianza utilizado en los experimentos es del 95%, es decir, las valoraciones 
son estadísticamente significativas cuando la probabilidad (p) debida al azar es menor 







































V.1. NEUROBLASTOMA HUMANO SH-SY5Y: CARACTERIZACIÓN Y RESPUESTA 
AL ESTRÉS OXIDATIVO 
V.1.1. Caracterización celular 
La línea celular de neuroblastoma humano SH-SY5Y establecida en cultivo in vitro, 
corresponde a una población celular heterogénea en la que se identifican dos 
fenotipos morfológicos distintos que se diferencian por su adhesividad al sustrato. La 
población tipo epitelial (tipo S) presenta una mayor adhesividad que la de tipo 
neuroblástico (tipo N). En cultivos en fase de crecimiento exponencial tienden a formar 
agregados celulares, mostrando las células situadas en los bordes de dichos agregados 
prolongaciones cortas y gruesas (fig.13A). 
 
Figura 13. Células SH-SY5Y en frasco de cultivo T25 obtenidas con microscopía óptica (objetivo 
20x). Las células sin diferenciar forman agregados (flecha) y muestran prolongaciones cortas y 
gruesas (punta de flecha) [A]. Gráfica que expresa el número de células totales obtenidas 
mediante recuento directo a 1, 24, 48 y 72 horas [B]. Imágenes de inmunofluorescencia de las 
células marcadas con MAP-2-Alexa Fluor® 488 (verde) [C] y NF-200- Alexa Fluor® 488 (verde)[D]. 
Los núcleos se marcaron con Hoechst (azul) (objetivo 20x). 
La cinética proliferativa de estas células registrada durante 72 horas muestra un 
crecimiento exponencial de la población (fig.13B), estimándose el tiempo de 






Las imágenes de inmunofluorescencia utilizando los marcadores de diferenciación 
neuronal NF-200 y MAP-2, muestran un débil marcaje citoplasmático, que corresponde 
a poblaciones celulares con bajo nivel de diferenciación neuronal (fig.13C y 13D). 
V.1.2. Efecto del estrés oxidativo inducido en las células SH-SY5Y mediante su 
exposición al H2O2 
Con el objetivo de inducir un estrés oxidativo controlado sometimos a las células a 
concentraciones crecientes de H2O2 (0.01 mM, 0.1 mM, 0.25 mM, 0.5 mM y 1 mM) 
durante 60 minutos, analizando los siguientes parámetros: 
V.1.2.1. Efecto del estrés oxidativo sobre los niveles intracelulares de ROS 
En la figura 14 se observa un aumento dosis-dependiente de los niveles intracelulares 
de ROS generados tras la adición del oxidante. Así, a bajas concentraciones (0.01 mM), 
se observó un incremento no significativo de los niveles intracelulares de ROS de 1.3 
veces respecto al control a los 30 minutos. Con las concentraciones moderadas (0.25 
mM), las células experimentaron un incremento significativo (p <0.001) en los niveles 
de ROS, llegando a ser 34 veces superiores a los valores del control, tanto a los 30 
como a los 60 minutos. La exposición de las células a concentraciones altas (0.5 y 1 
mM) produjo un incremento significativo respecto al control de 75 y 95 veces con la 
concentración de 0.5 mM, y de 162 y 196 veces con 1 mM de H2O2, a los 30 y 60 
minutos respectivamente (p <0.001). 
 
Figura 14. Niveles intracelulares de ROS en las células SH-SY5Y sometidas a concentraciones 
crecientes de H2O2 (0.01, 0.1, 0.25, 0.5 y 1 mM). Los valores están expresados en unidades 
arbitrarias de fluorescencia. La cinética fue llevada a cabo con medidas a intervalos de 10 






V.1.2.2. Efecto del estrés oxidativo sobre la proliferación celular 
La adición de la dosis de H2O2 más baja ensayada (0.1 mM) únicamente produjo 
diferencias significativas (p <0.01) en la proliferación celular respecto al control a las 24 
horas, no encontrándose diferencias en el resto de los tiempos. Sin embargo, a ese 
mismo tiempo, la exposición a concentraciones moderadas de peróxido (0.25 mM) 
produjo una reducción de 2 veces la proliferación celular con respecto al control, 
siendo dicha reducción de 7.2 y 10.4 veces a las concentraciones de 0.5 y 1 mM de 
H2O2, respectivamente (p <0.001, fig.15). 
 
Figura 15. Proliferación de las células SH-SY5Y sometidas a concentraciones crecientes de H2O2. 
Valores de absorbancia a 540 nm a tiempos 0, 1, 24 y 48 horas. 
 
A partir de los resultados obtenidos se calculó la concentración inhibitoria IC50 a las 24 





















A partir de este momento se estableció una única dosis de 0.25 mM de H2O2 
para inducir el estrés oxidativo. 
La determinación de esta concentración se estableció según los siguientes 
criterios: 
 Una concentración que induzca una mortalidad inferior al 50% de la 
población. 
 Una concentración que represente el nivel de oxidación detectado en 
procesos inflamatorios según se recoge en la literatura científica (Jain 







V.2. ESTUDIO DEL EFECTO DE LOS AGENTES DIFERENCIADORES SOBRE LAS 
CÉLULAS SH-SY5Y 
Dado el carácter poco diferenciado de la línea celular SH-SY5Y, se procedió a inducir la 
diferenciación neuronal en dichas células. 
Para definir el modelo de diferenciación se tuvieron en cuenta los siguientes 
parámetros: 
 Sustrato: con el objetivo de facilitar la adhesión de las células a las superficies 
de cultivo, se utilizaron dos sustratos diferentes, la Poli-D-lisina y la laminina. 
En ambos casos se incrementó la adhesión de las células. Sin embargo, 
observamos un ligero efecto tóxico en la Poli-D-lisina que no se produjo con la 
laminina. Así, recubriendo las superficies de cultivo con 10µg/ml de laminina 
obtuvimos cultivos viables y un incremento en la adhesión y la diferenciación 
celular (fig.16). 
 
Figura 16. Imágenes de células SH-SY5Y diferenciadas con ec23 1µM, marcadas con 
anticuerpo anti-NF-200- Alexa Fluor® 488 (verde) y núcleos con Hoechst (azul), sobre 
sustrato Poli-D-lisina [A] y sobre laminina [B] (objetivo 20x). 
 Medios de cultivos específicos: la diferenciación neuronal en las células        
SH-SY5Y puede ser inducida empleando medios de cultivo a los que se añade 
agentes diferenciadores apropiados, como los retinoides. En nuestro caso 
empleamos ATRA (10µM) o ec23 (1µM), aplicando en ambos casos dos pulsos 
con un intervalo de 72 horas (fig.17), según se describe en detalle en el 
apartado IV.1.2.4 de material y métodos. Se comprobó el nivel de 
diferenciación en función de varios parámetros biológicos, tales como la 







Figura 17. Protocolo de diferenciación de las células SH-SY5Y con ATRA o ec23 
V.2.1. Efecto de los agentes diferenciadores sobre las células SH-SY5Y en la 
proliferación celular  
La actividad proliferativa se determinó a las 72 horas después del último pulso de 
agente diferenciador (día 7) y en el día 10 tras el inicio del cultivo. 
La diferenciación de las células SH-SY5Y con ATRA o ec23 produjo una reducción de la 
proliferación respecto a las células sin diferenciar. Como se observa en la figura 18, en 
el día 7, las células tratadas con ambos retinoides reducen la proliferación dos veces el 
valor del control. Esta reducción fue mayor en las medidas obtenidas en el día 10 (4.3 
veces para el ATRA 10µM y 5 veces para el ec23 1µM; p <0.001). 
 
Figura 18. Proliferación de células SH-SY5Y sin diferenciar, diferenciadas con ATRA o con ec23. 
Los valores se expresan en número de células medidas a tiempos 7 y 10 días. 
V.2.2. Efecto de los agentes diferenciadores sobre las células SH-SY5Y en los 
niveles intracelulares de ROS  
La inducción de la diferenciación con ATRA o ec-23 ocasiona, en ambos casos, un 
incremento de los niveles intracelulares de ROS (fig.19). Así, en comparación a las 
células no diferenciadas, la exposición celular a 10µM de ATRA aumentó 1.8 veces los 






ec23, dicho incrementó fue de 1.4 veces, aumento que, sin embargo, no alcanzó 
significación estadística (p=0.84). 
 
Figura 19. Niveles intracelulares de ROS en SH-SY5Y diferenciadas y sin diferenciar. Valores 
expresados en unidades arbitrarias de fluorescencia a los 30 y 60 minutos (#p <0.05). 
V.2.3. Efecto de los agentes diferenciadores en el fenotipo de las células      
SH-SY5Y 
Las células SH-SY5Y cultivadas en medio de cultivo estándar (en ausencia de agentes 
diferenciadores) muestran forma poligonal con proyecciones citoplasmáticas cortas y 
gruesas (fig.20A). Tras someter a las células a la acción de los agentes diferenciadores 
ATRA 10µM o ec23 1µM durante 7 días (dos pulsos con intervalo de 72 horas), se 
observó un cambio en la forma de las células, adquiriendo éstas un aspecto fusiforme y 
un incremento del número y de la longitud de las prolongaciones citoplasmáticas 
(neuritas; figuras 20B y 20C). 
 
Figura 20. Imágenes de microscopía de fluorescencia con marcaje NF-200 con Alexa Fluor® 488 
(verde) y núcleos con Hoechst (azul) en células SH-SY5Y sin diferenciar [A], tratadas con ATRA 






En cuanto a la inmunodetección de NF-200, las imágenes de microscopía de 
fluorescencia muestran una intensidad de marcaje similar en el citoplasma de las 
células tratadas con ATRA o con ec23, lo que demuestra la utilidad del nuevo retinoide 
como agente inductor de la diferenciación neuronal. 
V.2.4. Estudio del efecto de la adición de BDNF al medio diferenciador de las 
células SH-SY5Y  
Con el objetivo de mejorar el proceso de diferenciación de las células SH-SY5Y, además 
del tratamiento con retinoides, incluimos en el protocolo la adición de BDNF 2nM en 
un solo pulso el día 6 de la experiencia (fig.21). A las células diferenciadas según este 
protocolo las denominamos SH-SY5Yd. 
 
Figura 21. Protocolo de diferenciación de las células SH-SY5Yd 
Tras someter a los cultivos a un tratamiento con ec23 1µM y BDNF 2 nM, según el 
protocolo descrito en el apartado IV.1.2.4 de material y métodos, se comprobó el nivel 
de diferenciación obtenido en el día 8 analizando parámetros tales como la 
proliferación celular y tasa proliferativa, los niveles intracelulares de ROS y la expresión 
de NF-200. 
V.2.4.1. Estudio del efecto de la adición de BDNF sobre la proliferación celular 
Como se observa en la figura 22, en ambas condiciones de diferenciación (ec23 1µM 
vs. ec23 1µM + BDNF 2nM), se reduce la proliferación celular respecto al control sin 
diferenciar. En el caso de las células diferenciadas con ec23, la proliferación respecto a 
las células control sin diferenciar se redujo 2.7 y 1.4 veces, a las 24 y 48 horas 
respectivamente (p <0.001), mientras que las células tratadas con ec23 + BDNF        
(SH-SY5Yd) muestran una reducción de la proliferación de 2.2 y 1.4 veces respecto al 







Figura 22. Proliferación de las células SH-SY5Y diferenciadas con ec23 y con ec23+BDNF. Valores 
relativos al control a las 24 y 48 horas (*p < 0.001). 
Una vez finalizado el proceso de diferenciación de 8 días, se analizó la tasa proliferativa 
de las células SH-SY5Yd en comparación con las SH-SY5Y diferenciadas sólo con ec23, 
en un ensayo de 48 horas de duración. Como muestra la figura 23, a las 24 horas las 
células SH-SY5Yd registraron una tasa proliferativa menor (1.2) que la de las SH-SY5Y 
diferenciadas con ec23 1µM (1.3). En el tiempo 48 horas, esta diferencia se incrementó 
significativamente (p <0.001), siendo los valores obtenidos de 1.2 para las SH-SY5Yd y 
de 1.6 para las diferenciadas con ec23. 
 
Figura 23. Tasa proliferativa de las células SH-SY5Y diferenciadas con ec23 y con ec23+BDNF. 






V.2.4.2. Estudio del efecto de la adición de BDNF sobre los niveles 
intracelulares de ROS  
Los niveles intracelulares de ROS en las células diferenciadas con ec23 aumentaron 1.4 
veces respecto al control sin diferenciar a los 60 minutos. En este mismo tiempo, en las 
células SH-SY5Yd estos niveles se incrementaron 4.0 veces (p <0.01). 
Comparando los dos métodos de diferenciación, se observa que en las células            
SH-SY5Yd los niveles intracelulares de ROS son más elevados (3.7 y 2.9 veces a los 30 y 
60 minutos, respectivamente) que los obtenidos en las células diferenciadas con ec23 
1µM, tal y como se puede observar en la figura 24 (p <0.001). 
 
Figura 24. Niveles intracelulares de ROS en las células SH-SY5Y diferenciadas con ec23 y SH-
SY5Yd. Valores expresados en unidades arbitrarias de fluorescencia a los 30 y 60 minutos (*p 
<0.001). 
V.2.4.3. Selección de población tipo N 
Como se ha señalado previamente, en la línea celular del neuroblastoma SH-SY5Y se 
han identificado dos fenotipos celulares diferentes: el fenotipo neuroblástico (células 
tipo N) y las sustrato-adherentes (células tipo S). Con el protocolo de diferenciación 
utilizado, después del tratamiento con ec23 y BDNF, las células tipo N se diferencian a 
un fenotipo neuronal, desarrollando un número elevado de neuritas largas y finas (fig. 
25B, punta de flecha), mientras que las células tipo S se diferencian a un fenotipo 
epitelial, mostrando una gran adhesión al sustrato y formando pequeños agregados 
(fig.25B, flecha). 
El hecho de haber identificado estas dos poblaciones celulares en los cultivos de células 






a cabo un proceso de selección que excluyera de los cultivos a la población de células 
que no cumpliera los criterios de diferenciación morfológica que habíamos establecido. 
De este modo, la separación de células tipo N y tipo S se realiza en función de su 
diferente adhesión al sustrato. Las células tipo S son más grandes y más planas que las 
de tipo N y presentan fuerte adhesión al sustrato.  
La subpoblación tipo N se seleccionó mediante tripsinización rápida (tripsina-EDTA), 
ligera agitación del frasco durante 2 segundos y transfiriendo la suspensión celular 
enriquecida de células tipo N a un nuevo frasco (fig.25C y D). De esta forma, las células 
tipo S permanecieron adheridas al frasco y fueron desechadas. 
 
Figura 25. Imágenes de las células SH-SY5Yd, microscopía de contraste de fases [A] y [C] y 
microscopia confocal con inmunomarcaje del NF-200 con Alexa Fluor® 488 (verde) y núcleos 
con Hoechst (azul) [B] y [D] (objetivo 40x). Población heterogénea con células tipo S (flecha) y 







Los resultados obtenidos en relación al efecto del ec23 sobre los niveles de ROS, 
la proliferación y el fenotipo celular, junto con las características físico-químicas 
de estabilidad de este compuesto, permiten afirmar que el retinoide ec23 es un 
buen agente inductor de la diferenciación de las SH-SY5Y. 
Así mismo, añadir un pulso de BDNF mejora el efecto diferenciador del ec23 en 
los cultivos, obteniendo el máximo grado de diferenciación en el día 10, 








V.3. ESTUDIO DEL EFECTO DEL ESTRÉS OXIDATIVO SOBRE LAS CÉLULAS         
SH-SY5Y DIFERENCIADAS (SH-SY5Hd) 
V.3.1. Efecto del estrés oxidativo sobre la viabilidad celular  
El tratamiento con 0.25mM de H2O2 produjo una disminución significativa de la 
viabilidad de las células SH-SY5Yd. Como se observa en la figura 26, la exposición al 
H2O2 redujo 1.3 veces la viabilidad celular con respecto al control a las 24 horas. De la 
misma forma, la viabilidad se redujo 1.7 veces con respecto al control, en el tiempo 48 
horas (p <0.001). 
 
Figura 26. Viabilidad de células SH-SY5Yd sometidas a estrés oxidativo. Valores relativos al 
control a las 24 y 48 horas (*p <0.001). 
V.3.2. Efecto del estrés oxidativo sobre los niveles intracelulares de ROS 
La oxidación de las células SH-SY5Yd con H2O2 induce un incremento significativo de los 
niveles intracelulares de ROS comparado con los del control. Como muestra la figura 
27, transcurridos 5 minutos desde el inicio de la oxidación, este incremento es de 1.2 
veces en relación a los valores del control, llegando a ser de 3.0 y 3.8 veces a los 







Figura 27. Niveles intracelulares de ROS en SH-SY5Yd sometidas a estrés oxidativo. Valores 
expresados en unidades arbitrarias de fluorescencia a los 5, 30 y 60 minutos (+p <0.01). 
V.3.3. Efecto del estrés oxidativo sobre la expresión de NF-200 
La figura 28 muestra el inmunomarcaje de cultivos SH-SY5Yd control y SH-SY5Yd 
sometidas a estrés oxidativo. El registro se tomó transcurridas 48 horas desde la 
oxidación. La figura 28A muestra un cultivo en semiconfluencia, en el que las células 
presentan morfología típica de neuronas multipolares con neuritas largas que están 
marcadas positivamente para el NF-200. La imagen 28B corresponde a un cultivo en el 
que las células han sido expuestas a 0.25 mM de H2O2 48 horas antes. En este caso, se 
observa una densidad celular menor del cultivo, constituido por células cuyos somas 
tienden a agregarse y mantienen las neuritas con marcaje positivo para NF-200. Estas 
neuritas presentan vesículas axonales, características de cultivos primarios de 
neuronas sometidas a estrés oxidativo, que también son positivas para el NF-200. 
 
Figura 28. Imágenes de microscopía de fluorescencia de inmunodetección de NF-200 con Alexa 
Fluor® 488 (verde) y núcleos con Hoechst (azul) en células SH-SY5Yd control [A] y oxidadas [B] 






V.3.4. Efecto del estrés oxidativo sobre los parámetros de electrofisiología 
Después de la exposición al H2O2 de las células SH-SY5Yd se examinaron sus 
propiedades electrofisiológicas empleando registros de pacht clamp. Se observó que el 
valor del potencial de membrana registrado en reposo de las células SH-SY5Yd 
oxidadas era similar al de las células control (fig. 29A). Sin embargo, el valor de la 
resistencia de membrana registrado en las células oxidadas se redujo 
significativamente respecto al de las células control (fig. 29B, #p < 0.05). Además, la 
capacitancia de la membrana medida en las células oxidadas se redujo 
significativamente respecto al valor obtenido en las células control (fig. 29C, #p < 0.05). 
Por último, la exposición al H2O2 de las células SH-SY5Yd alteró la amplitud de las 
corrientes voltaje dependientes de K+, siendo la diferencia estadísticamente 
significativa respecto al grupo control cuando el potencial de membrana era -10 mV y 
50 mV (#p < 0.05, fig. 29D). 
 
Figura 29. Análisis electrofisiológico de células SH-SY5Yd sometidas a estrés oxidativo. Medida 









El estrés oxidativo inducido por el H2O2 en nuestro modelo neuronal SH-SY5Yd 
ocasiona unos cambios morfológicos (aparición de vesículas axonales) y 
funcionales (electrofisiológicos) característicos de un estado inicial de 
neurodegeneración, tal y como han descrito algunos autores (Fukui K, 2011). 
Una vez estudiado el estrés oxidativo en las SH-SY5Yd, se plantearon varias 
estrategias terapéuticas: a) terapia celular basada en el empleo de ADSCs y, b) 
terapia basada en el uso de antioxidantes (NAC). Además, se estudió el efecto de 








V.4. ESTUDIO DEL EFECTO MODULADOR DE LAS ADSCs SOBRE LAS CÉLULAS 
SH-SY5Hd SOMETIDAS A ESTRÉS OXIDATIVO 
En la actualidad, la terapia celular con ADSCs en medicina regenerativa es uno de los 
hitos más importantes en investigación biomédica. En el siguiente estudio se analiza el 
potencial terapéutico de las ADSCs sobre las células SH-SY5Yd sometidas a estrés 
oxidativo. 
V.4.1. Efecto del co-cultivo con ADSCs sobre las células SH-SY5Yd sometidas a 
estrés oxidativo 
El efecto modulador de las ADSCs se analizó mediante su co-cultivo con SH-SY5Yd 
previamente oxidadas con 0.25mM de H2O2. 
En primer lugar, se observó que las ADSCs mantuvieron una actividad proliferativa 
normal en los soportes transwell durante las 48 horas del cultivo.  
Con respecto a las células SH-SY5Yd, la oxidación redujo de forma significativa la 
viabilidad celular (p <0.05), llegando a ser ésta 1.7 veces menor que la del control a las 
48 horas (fig.30). 
Cuando las células SH-SY5Yd oxidadas fueron co-cultivadas con ADSCs, mostraron una 
recuperación de la actividad proliferativa, llegando incluso a superar los valores de las 
SH-SY5Yd no oxidadas. Así, a las 48 horas, la viabilidad de las SH-SY5Yd oxidadas y en 
co-cultivo con ADSCs fue 1.2 veces superior a la de los controles y 2.0 veces mayor a la 








Figura 30. Viabilidad de las células SH-SY5Yd sometidas a estrés oxidativo y en co-cultivo con las 
ADSCs. Valores expresados en número de células relativo al control a las 24 y 48 horas (*p 
<0.001, #p <0.05). 
V.4.2. Análisis del contenido del ADSC-MA y de su efecto sobre las células    
SH-SY5Yd sometidas a estrés oxidativo 
El método de co-cultivo empleado (transwell) implica que ambos tipos celulares 
comparten exclusivamente el medio de cultivo, lo que sugiere que el efecto inductor 
de la proliferación de las SH-SY5Yd oxidadas es debido al acondicionamiento de este 
medio por las ADSCs. 
Con el objetivo de determinar la posible presencia de factores de crecimiento 
relacionados con la proliferación de las SH-SY5Yd, se llevó a cabo un análisis del 
contenido en BDNF y GDNF en el ADSC-MA. Para ello, se obtuvo dicho medio tal y 
como se describe en el apartado IV.1.2.5. del material y métodos. 
V.4.2.1. Análisis del contenido del ADSC-MA  
El análisis del contenido en BDNF y GDNF en el ADSC-MA se llevó a cabo según el 
protocolo descrito en el apartado IV.1.3.8. del material y métodos. 
El análisis de la muestra control (DMEM) mostró la ausencia de BDNF y GDNF. Sin 
embargo, como se observa en la figura 31, en el ADSC-MA se detectaron 0.481ng/ml 







Figura 31. Análisis del contenido en BDNF y GDNF mediante ELISA, en el ADSC-MA. Valores 
expresados en ng/ml. 
V.4.3. Efecto del ADSC-MA sobre la proliferación celular 
El tratamiento de las SH-SY5Yd sometidas a estrés oxidativo con ADSC-MA indujo un 
incremento de la viabilidad celular a las 48 horas respecto a las células control, similar 
al observado en las condiciones de co-cultivo descritas en el apartado V.4.1. De hecho, 
no existieron diferencias significativas entre la viabilidad de las células co-cultivadas 
con ADSCs y las células tratadas con ADSC-MA. Así, se observó un aumento de 1.2 y 2.0 
veces en el número de células oxidadas y tratadas con ADSC-MA respecto a las células 








Figura 32. Viabilidad de las células SH-SY5Yd, sometidas a estrés oxidativo, en tratamiento con 
ADSC-MA y en co-cultivo. Valores expresados en número de células relativo al control a las 24 y 
48 horas (*p <0.001, #p <0.05). 
V.4.4. Efecto del ADSC-MA sobre los niveles intracelulares de ROS 
El tratamiento de las células SH-SY5Yd oxidadas con ADSC-MA incrementó en 1.7 y 2.3 
veces los niveles intracelulares de ROS respecto a las células sin oxidar a los 30 y 60 
minutos respectivamente. Por otro lado, los niveles intracelulares de ROS de las células 
SH-SY5Yd oxidadas y tratadas con ADSC-MA se redujeron 1.8 y 1.6 veces respecto a las 
células oxidadas sin tratar a los 30 y 60 minutos respectivamente (p <0.001, fig.33). 
 
Figura 33. Niveles intracelulares de ROS en las células SH-SY5Yd sometidas a estrés oxidativo y 






V.4.5. Efecto del ADSC-MA sobre la expresión de NF-200  
La figura 34 muestra el inmunomarcaje de cultivos SH-SY5Yd sometidas a estrés 
oxidativo y SH-SY5Yd oxidadas y tratadas con MA. El registro se tomó transcurridas 48 
horas desde la oxidación. La imagen 34A muestra un cultivo con baja densidad celular, 
formado por células cuyos somas tienden a agregarse y que presentan un marcaje 
positivo para NF-200, tanto en sus neuritas como en las vesículas axonales 
característicos de éstas. La imagen 34B corresponde a un cultivo en el que las células 
han sido expuestas a 0.25 mM de H2O2 y tratadas con ADSC-MA durante 48 horas. En 
este caso la micrografía muestra un cultivo en semiconfluencia en el que las células 
presentan morfología típica de neuronas multipolares, con neuritas largas carentes de 
vesículas axonales y marcadas positivamente para el NF-200. 
 
Figura 34. Imágenes de microscopía de fluorescencia con inmunomarcaje del NF-200 con Alexa 
Fluor® 488 (verde) y núcleos con Hoechst (azul) en células SH-SY5Yd oxidadas [A] y, oxidadas y 
tratadas con ADSC-MA [B] (objetivo 20x). 
V.4.6. Efecto del ADSC-MA sobre la electrofisiología 
Tras el tratamiento de las células oxidadas con ADSC-MA, se empleó la técnica del 
patch clamp para estudiar sus propiedades electrofisiológicas. Se observó que el valor 
del potencial de membrana registrado en reposo de las células SH-SY5Yd oxidadas era 
similar al de las células tratadas con ASC-MA (fig. 35A). Sin embargo, la capacitancia de 
la membrana (*p < 0.001, fig. 35B) y la resistencia de membrana en las células tratadas 
con ADSC-MA se vieron aumentadas (fig. 35C). Por último, el tratamiento de las células 
oxidadas con ADSC-MA incrementó la amplitud de las corrientes voltaje dependientes 







Figura 35. Análisis electrofisiológico de las células SH-SY5Yd sometidas a estrés oxidativo y 
tratadas con ADSC-MA. Medida del potencial de membrana [A], resistencia [B], capacitancia [C] 






V.5. ESTUDIO DEL POSIBLE EFECTO MODULADOR DE LA NAC SOBRE SH-SY5Yd 
SOMETIDAS A ESTRÉS OXIDATIVO, AISLADO O EN COMBINACIÓN CON ADSC-
MA 
El empleo de fármacos antioxidantes puede prevenir daños ocasionados por el estrés 
oxidativo. Uno de los empleados con mayor frecuencia es la NAC, cuya administración 
aporta cisteína a la célula para facilitar la síntesis de GSH. 
Resultados obtenidos en estudios previos de nuestro grupo de investigación, 
determinaron la concentración de 5 mM de NAC como la idónea para el tratamiento de 
diferentes tipos celulares. Teniendo en cuenta estos datos, se evaluó el efecto aislado 
de la NAC, así como el efecto de la adición de dicho agente al ADSC-MA para el 
tratamiento de SH-SY5Yd sometidas a estrés oxidativo. El efecto se analizó a través de 
los siguientes parámetros: viabilidad celular, niveles intracelulares de ROS, expresión 
de NF-200 y actividad electrofisiológica. 
V.5.1. Efecto sobre la viabilidad celular 
El tratamiento con 5 mM de NAC no ejerció ningún beneficio terapéutico sobre las 
células SH-SY5Yd oxidadas a ninguno de los dos tiempos medidos, 24 y 48 horas. 
Además, la combinación de la NAC con el ADSC-MA tampoco supuso una mejora de la 
viabilidad, reduciendo incluso los valores con respecto a las SH-SY5Yd oxidadas y 
tratadas con ADSC-MA (*p <0.001, #p <0.05; fig.36). 
 
Figura 36. Viabilidad de las células SH-SY5Yd sometidas a estrés oxidativo, tratadas con ADSC-






V.5.2. Efecto sobre los valores intracelulares de ROS 
El tratamiento con 5 mM de NAC disminuyó los niveles de ROS de las SH-SY5Yd 
oxidadas, con respecto a los valores de células no tratadas (5.8, 7.9 y 7.2 veces a los 5, 
30 y 60 minutos, respectivamente). La combinación de NAC y ADSC-MA produjo una 
disminución aún mayor de los niveles intracelulares de ROS (16.8 y 16.0 veces a los 30 
y 60 minutos, respectivamente; p <0.001, fig.37). 
 
Figura 37. Niveles intracelulares de ROS en SH-SY5Yd sometidas a estrés oxidativo y tratadas 
con ADSC-MA, NAC y NAC+ADSC-MA. Valores relativos al control medidos a 5, 30 y 60 minutos 
(*p <0.001). 
V.5.3. Efecto sobre la expresión de NF-200 
La figura 26 muestra el inmunomarcaje de SH-SY5Yd sometidas a estrés oxidativo y 
tratadas con NAC, ADSC-MA y NAC+ADSC-MA. El registro se tomó transcurridas 48 
horas desde la oxidación. Las células expuestas a 0.25 mM de H2O2 y tratadas con NAC 
durante 48 horas, presentan una morfología típica de neuronas con un marcaje 
positivo para el NF-200, tanto en sus neuritas como en las vesículas axonales, las 
cuales, a pesar del tratamiento con el agente antioxidante, permanecen presentes en 
proporción similar a la de las células SH-SY5Yd control sin tratar (fig.38A). En el caso de 
los cultivos expuestos a 0.25 mM de H2O2 y tratados con ADSC-MA durante 48 horas, 
las células tienen la característica morfología neuronal, con largas y abundantes 
neuritas marcadas positivamente para el NF-200, y con una práctica ausencia de las 
vesículas axonales anteriormente citadas (fig.38B). Por último, los cultivos expuestos a 






a las células de la figura 38A, presentando igualmente morfología neuronal, con 
neuritas largas y abundantes marcadas con NF-200, y también con una clara reducción 
del número de vesículas axonales (fig.38C). 
 
Figura 38. Imágenes de microscopía de fluorescencia con inmunomarcaje para el NF-200 con 
Alexa Fluor® 488 (verde) y núcleos con Hoechst (azul), en células SH-SY5Yd oxidadas y tratadas 
con NAC [A], oxidadas y tratadas con ADSC-MA [B] oxidadas y tratadas con ADSC-MA + NAC [C] 
(objetivo 20x). 
V.5.4. Efecto sobre los parámetros de electrofisiología 
El tratamiento con la NAC no afectó significativamente el potencial de membrana ni la 
capacitancia celular medidas en las SH-SY5Yd oxidadas (fig. 39A y 39B). Por el 
contrario, provocó un incremento en la medida de la resistencia (*p <0.001, +p <0.01, 
#p <0.05, fig. 39C). Además, la adición de NAC al ADSC-MA no alteró significativamente 
los parámetros medidos en las células oxidadas y tratadas con NAC. Por último, ni el 
tratamiento con NAC ni la combinación de NAC con ADSC-MA modificaron la amplitud 








Figura 39. Análisis electrofisiológico de las células SH-SY5Yd sometidas a estrés oxidativo y 
tratadas con NAC y NAC+ADSC-MA. Medida del potencial de membrana [A], resistencia [B], 






V.6. ESTUDIO DEL EFECTO DEL BDNF, AISLADO O EN COMBINACIÓN CON 
ADSC-MA, SOBRE LAS CÉLULAS SH-SY5Yd SOMETIDAS A ESTRÉS OXIDATIVO 
La neurotrofina BDNF regula funciones cruciales en el sistema nervioso, como son 
inducir la diferenciación de las células madre neuronales, intervenir en la supervivencia 
de las neuronas ya existentes y en el aumento de las conexiones sinápticas. Se ha 
demostrado en estudios in vitro que el BDNF mejora la supervivencia y la 
diferenciación de distintos tipos de neuronas (Benninger, 2000). 
Teniendo en cuenta estos datos, se evaluó el efecto del BDNF, administrado de forma 
aislada y en combinación con ADSC-MA, sobre las células SH-SY5Yd sometidas a estrés 
oxidativo, analizando para ello los siguientes parámetros: viabilidad celular, niveles 
intracelulares de ROS, expresión de NF-200 y la actividad electrofisiológica. 
V.6.1. Efecto sobre la viabilidad celular 
La viabilidad celular se analizó a las 24 y 48 horas tras el tratamiento con BDNF. Así, a 
las 24 horas no se observó ningún beneficio terapéutico del tratamiento con BDNF o 
BDNF+ADSC-MA sobre las células oxidadas. Sin embargo, a las 48 horas, los 
tratamientos con BDNF y BDNF+ADSC-MA indujeron un incremento significativo de la 
viabilidad respecto a las células SH-SY5Yd sometidas a estrés oxidativo no tratadas    
(*p <0.001; #p <0.05), viabilidad que llegó incluso a alcanzar los valores del control no 
oxidado (fig.40). 
 
Figura 40. Viabilidad de las células SH-SY5Yd sometidas a estrés oxidativo, sin tratar, tratadas 
con ADSC-MA, con BDNF y con BDNF+ADSC-MA. Valores relativos al control a las 24 y 48 horas 






V.6.2. Efecto sobre los niveles intracelulares de ROS 
El tratamiento de las células SH-SY5Yd oxidadas con 2nM de BDNF provocó un 
aumento de los niveles intracelulares de ROS de 3.6, 2.5 y 2.4 veces respecto al control 
a los 5, 30 y 60 minutos, respectivamente. El tratamiento combinado BDNF + ADSC-MA 
también aumentó los niveles intracelulares de ROS a los 30 y 60 minutos, pero sin 
alcanzar valores tan elevados (1.5 y 1.6) como con el tratamiento aislado con BDNF     
(p <0.001, fig.41). 
 
Figura 41. Niveles intracelulares de ROS en células SH-SY5Yd sometidas a estrés oxidativo, 
tratadas con ADSC-MA, BDNF o BDNF + ADSC-MA. Valores relativos al control (0.25mM H2O2) 
medidos a los 5, 30 y 60 minutos (*p <0.001). 
V.6.3. Efecto sobre el fenotipo neuronal NF-200 
La figura 42 muestra el inmunomarcaje para NF-200 de las células SH-SY5Yd sometidas 
a estrés oxidativo y tratadas con BDNF, ADSC-MA o BDNF + ADSC-MA. El registro se 
tomó transcurridas 48 horas desde la oxidación. En los tres casos, las células presentan 
la característica morfología neuronal y un óptimo nivel de marcaje NF-200 de sus largas 
y abundantes neuritas. Así mismo, se observa una disminución significativa de las 
vesículas axonales en las células tratadas sólo con BDNF (fig.42A), las cuales están 








Figura 42. Imágenes de microscopia de fluorescencia con inmunomarcaje de NF-200 con Alexa 
Fluor® 488 (verde) y núcleos con Hoechst (azul), en células SH-SY5Yd oxidadas y tratadas con 
BDNF [A], oxidadas y tratadas con ADSC-MA [B] y oxidadas y tratadas con BDNF + ADSC-MA [C] 
(objetivo 20x). 
V.6.4. Efecto sobre los parámetros de electrofisiología 
Tras el tratamiento de las células oxidadas con BDNF, se estudiaron sus propiedades 
electrofisiológicas. Se observó que el valor del potencial de membrana, registrado en 
reposo, de las células SH-SY5Yd oxidadas era similar al de las células tratadas con BDNF 
(fig. 43A). Sin embargo, se produjo un aumento de la capacitancia (*p <0.001; fig. 43B) 
y de la resistencia de la membrana en las células tratadas con BDNF (fig. 43C). Además, 
se registró un aumento de la amplitud de las corrientes voltaje dependientes de K+ 
desde -70 mV hasta +50 mV, siendo los valores de las SH-SY5Yd oxidadas y tratadas 
mayores que los obtenidos en las células no tratadas. Por otro lado, la combinación del 
BDNF con ADSC-MA no modificó los valores registrados con el tratamiento con BDNF 
aislado. Por último, no se obtuvieron diferencias significativas entre los grupos tratados 







Figura 43. Análisis electrofisiológico de las células SH-SY5Yd sometidas a estrés oxidativo y 
tratadas con ADSC-MA, BDNF y BDNF+ADSC-MA. Medida del potencial de membrana [A], 













































El estrés oxidativo y la neuroinflamación juegan un papel fundamental en la 
fisiopatología de las enfermedades neurodegenerativas. Estas patologías se 
caracterizan por un daño neuronal y una pérdida progresiva de neuronas, que conduce 
a la disminución de las funciones cognitivas y motoras. Debido a la irreversibilidad 
degenerativa de estos trastornos crónicos, no existe en la actualidad ningún 
medicamento eficaz o método de terapia que pueda mitigar los síntomas por 
completo. 
Durante los últimos años se han propuesto nuevas terapias que tienen por objetivo 
ralentizar la progresión de estas enfermedades y paliar la pérdida funcional neuronal 
que afecta gravemente a la vida diaria del paciente. En este sentido, la terapia celular 
con MSCs ha surgido como una de las estrategias más prometedoras para el 
tratamiento de enfermedades neurodegenerativas (Tanna T, 2014). La utilización 
terapéutica de las MSCs en modelos preclínicos ha mostrado importantes efectos 
beneficiosos, reduciendo los defectos neurológicos, regulando la inflamación y 
promoviendo mecanismos endógenos de reparación del SNC (Feisst V,2015; Squillaro 
T, 2016; Ullah I, 2015), lo que ha motivado que, en la actualidad, se esté evaluando la 
eficacia de este tipo de terapia en, cerca de, un centenar de ensayos clínicos con 
pacientes afectados por enfermedades neurológicas, incluidas las neurodegenerativas 
(EA, EP, esclerosis múltiple y esclerosis lateral amiotrófica). De hecho, existen en la 
actualidad compañías biotecnológicas que han desarrollado patentes relacionadas con 
productos para trasplantes de MSCs derivadas de médula ósea para su aplicación 
futura en enfermedades neurodegenerativas (Giordano A, 2007). En la actualidad, si 
bien la infusión y la administración de las MCS parecen ser bien toleradas, todavía 
existe un amplio abanico de incertidumbres y, hasta el momento, los beneficios a largo 
plazo siguen siendo inciertos (Squillaro T, 2016; Lo Furno D, 2017). 
En el presente trabajo se ha estudiado la capacidad neuroprotectora de las ADSCs y de 
la NAC, de forma aislada y en combinación, sobre un modelo in vitro de estrés 
oxidativo inducido en células SH-SY5Y. La justificación de la elección de ambos agentes 
terapéuticos se debe a diversas razones. Por un lado, la NAC es una sustancia con gran 
capacidad para incrementar la capacidad antioxidante celular, reducir de forma 
significativa los niveles de ROS y ser uno de los agentes antioxidantes que ha sido más 
ampliamente utilizados en experimentación, no sólo por nuestro grupo de 






antitumoral y neuroprotectora (Palomares T, 2017; Karalija A, 2014; Rushworth GF, 
2014). Por otro lado, las ADSCs es uno de los tipos de MSCs que están suscitando 
actualmente un mayor interés clínico debido a su fácil obtención y a sus propiedades 
biológicas (antioxidante, antiinflamatoria e inmunomoduladora). De hecho, se están 
llevando a cabo ya diversos ensayos clínicos aplicados a enfermedades 
cardiovasculares, pulmonares y, también, neurodegenerativas, correspondiendo a este 
último un total de seis ensayos clínicos, algunos en proceso de reclutamiento y uno ya 
completado, si bien aún no se dispone de conclusiones al respecto (clinicaltrial.gov, 25 
de noviembre de 2017). 
El estudio del efecto neurológico del estrés oxidativo, su implicación en las 
enfermedades neurodegenerativas, así como el análisis de la eficacia de nuevas 
propuestas terapéuticas, requiere de un buen modelo neuronal adaptado a las 
condiciones in vitro. El alto grado de diferenciación de las neuronas, hace que se 
caractericen por ser una población celular muy difícil de mantener en cultivo, con una 
supervivencia muy limitada. Además, su aislamiento de tejidos animales para la 
obtención de cultivos primarios resulta, igualmente dificultoso, por la presencia de 
otras poblaciones celulares del sistema nervioso central. Como alternativa a los 
cultivos primarios, uno de los recursos utilizados para conseguir cultivos homogéneos 
que permitan obtener resultados reproducibles, es la utilización de líneas celulares 
derivadas de tumores neuronales.  
Para el desarrollo de este trabajo se ha seleccionado la línea celular de neuroblastoma 
humano SH-SY5Y. Esta es una de las líneas más empleadas como modelo celular para el 
estudio in vitro de neurotoxicidad inducida por el estrés oxidativo y para la evaluación 
de diferentes tratamientos neuroprotectores (Shipley MM, 2016). Dicha línea se 
describe como una población celular en la que se identifican dos fenotipos 
morfológicos diferentes, uno de tipo neuroblástico (tipo N) y otro epitelial (tipo S). 
Estos dos tipos celulares se distinguen por su diferente adhesividad al sustrato, 
presentando la población tipo S una mayor adhesividad que la tipo N (Encinas M, 
2000). 
De forma preliminar, estudiamos el efecto del estrés oxidativo en las células SH-SY5Y. 
Se han descrito diferentes métodos de inducción de estrés oxidativo; entre ellos, 






2017) o bien a compuestos químicos para inducir, en ambos casos, un ambiente de 
hipoxia (Chen H, 2017; Sigalov E, 2001), y el tratamiento con H2O2, uno de los ROS más 
importantes relacionados con la neuroinflamación y las enfermedades 
neurodegenerativas (Imlay JA, 2008). Para nuestro estudio, seleccionamos este último 
método inductor de estrés oxidativo y, basándonos en lo descrito por otros autores 
(Ramful D, 2010; Wei J, 2012), administramos un único pulso de H2O2 en el medio de 
cultivo, a concentraciones crecientes (0.01 – 1 mM), durante un periodo de 60 
minutos. Como era previsible, observamos que la exposición al H2O2 produjo un 
descenso dosis-dependiente de la proliferación celular. A partir de los datos obtenidos 
se calculó el valor IC50, valor que indica la dosis de oxidante que causa la muerte al 50% 
de la población celular. Según nuestro estudio, para las células SH-SY5Y, dicho valor 
corresponde a una concentración de 0.244 mM, la cual es muy similar a la obtenida por 
otros autores (Esmaeili MA, 2015).  
A continuación, establecimos el modelo de diferenciación de las células SH-SY5Y hacia 
fenotipo neuronal. Para ello, primeramente se determinó el sustrato y el medio de 
cultivo adecuados para obtener una diferenciación óptima. 
Con el objetivo de facilitar la adhesión de las células a las superficies de cultivo, se 
emplearon dos sustratos diferentes, la Poli-D-lisina y la laminina. Con ambos 
compuestos se incrementó la adhesión de las células, pero observamos un cierto 
efecto tóxico en la Poli-D-lisina que no se produjo con la laminina. Además, al igual que 
otros autores, obtuvimos un mayor crecimiento de neuritas en las células cultivadas 
sobre este último sustrato. Esto se debe a que la laminina es la principal proteína 
presente en la matriz extracelular del cerebro en desarrollo y estimula el crecimiento 
de células neuronales en cultivos in vitro (Dwane S, 2013). 
Respecto al medio de cultivo adecuado para obtener una diferenciación óptima de las 
células SH-SY5Y, a lo largo de los años se han ido publicando diversos protocolos de 
diferenciación. En 1981, Pahlman y cols. demostraron que la exposición durante cuatro 
días a ésteres de forbol, como el 12-O-tetradecanoforbol-13-acetato (TPA), inducía 
cambios morfológicos característicos de diferenciación, como el crecimiento de 
neuritas e, inhibía parcialmente la proliferación celular de las células SH-SY5Y. Otro 
protocolo de diferenciación basado en la exposición durante tres días de las células  






aumento en la longitud de las neuritas y su ramificación. Pero, sin duda, uno de los 
métodos mejor implementados y caracterizados para inducir la diferenciación de las 
células SH-SY5Y, es a través del tratamiento con ATRA. Este compuesto es un derivado 
de la vitamina A, cuyas propiedades promotoras de la diferenciación celular y de la 
inhibición del crecimiento celular son bien conocidas. Generalmente, el ATRA se 
administra a una concentración 10 µM durante un mínimo de tres a cinco días 
(Kovalevich J, 2013). Sin embargo, este retinoide natural es inestable y muy susceptible 
a la fotoisomerización, pudiendo llegar a degradarse. Debido a esto, la concentración 
de ATRA activo en el medio de cultivo puede no ser estable, obteniéndose una 
respuesta celular variable e impredecible. Por esta razón, se han diseñado nuevos 
retinoides sintéticos como el ec23. Este compuesto posee mayor estabilidad química y 
física que el ATRA, manteniendo su actividad biológica y obteniendo una mayor 
precisión en el proceso de diferenciación neuronal. El ec23 se ha empleado durante la 
diferenciación de neuronas humanas y células madre embrionarias, demostrando una 
potente actividad biológica en la inducción de la neurogénesis in vitro (Christie VB, 
2010; Clemens G, 2013). 
En nuestro estudio, con el objetivo de optimizar la diferenciación de las células          
SH-SY5Y, comparamos el efecto diferenciador del ATRA con el del ec23, analizando 
para ello el efecto en diversos parámetros biológicos, como la proliferación celular, la 
generación de ROS y los cambios morfológicos de las células SH-SY5Y hacia un fenotipo 
neuronal. 
Nuestros resultados muestran que, en el día siete a partir del inicio del tratamiento, 
ambos retinoides provocan una reducción similar de la proliferación de las células 
diferenciadas respecto al control, siendo mayor esta diferencia en el día diez. Respecto 
a los niveles intracelulares de ROS, sólo en las células tratadas con ATRA se encontró 
un incremento significativo de los niveles de ROS respecto al control, lo que sugiere 
que el retinoide natural induce un mayor estado de estrés oxidativo que el sintético. 
Por último, ambos retinoides indujeron cambios morfológicos similares hacia un 
fenotipo neuronal, como demuestra una similar expresión de NF-200, objetivada 
mediante técnicas de inmunofluorescencia, y la presencia de extensiones tipo neurita 






Una vez analizados todos estos resultados, decidimos emplear el nuevo retinoide 
sintético ec23 para la diferenciación de las células SH-SY5Y, por poseer, como ya se ha 
indicado previamente, mayor estabilidad física y química que el ATRA. 
Sin embargo, ninguno de estos retinoides permitió alcanzar un cultivo homogéneo de 
células con un nivel óptimo de diferenciación a fenotipo neuronal. Diversos autores 
han señalado la importancia de añadir factores neurotróficos, en particular el BDNF, 
para lograr dicho grado de diferenciación neuronal de estas células.  
Las neurotrofinas como el BDNF, el NGF, o la NT-3, son factores de crecimiento que 
regulan el desarrollo y mantenimiento del sistema nervioso central y periférico, y cuyos 
efectos biológicos están mediados por la interacción y activación de dos receptores 
transmembrana: los receptores de neurotrofinas p75 y los receptores tirosina quinasa 
Trk, siendo TrkA, TrkB y TrkC los receptores específicos para NGF, BDNF y NT-3, 
respectivamente (Kang SS, 2017). Se ha descrito, por un lado, que el tratamiento con 
ATRA induce la expresión de TrkB en las células SH-SY5Y (Encinas M, 2000) y, por otro, 
que el tratamiento con BDNF activa el recetor TrkB, desencadenando la fosforilación 
de tirosinas de proteínas celulares que, a su vez, activan las vías de señalización 
mediadoras de la diferenciación neuronal, la supervivencia celular y la neurogénesis 
(Kang SS, 2017). Por estas razones, se han establecido protocolos de diferenciación de 
la línea celular SH-SY5Y combinando ATRA y BDNF (Encinas M, 2000). 
El BDNF es una molécula relacionada con la proliferación y diferenciación de células 
madre neuronales y, como han demostrado diversos autores, su combinación con 
ATRA incrementa la expresión de genes sinápticos (Goldie BJ, 2014). 
Basándonos en estos datos, realizamos un segundo grupo de experimentos, donde se 
analizó el efecto de la adición de BDNF al tratamiento con ec23 en el grado de 
diferenciación neuronal, evaluando los tres parámetros biológicos señalados 
anteriormente. Pudimos observar que la proliferación de las células tratadas con 
ec23+BDNF se redujo en mayor medida que la de las células tratadas sólo con ec23. 
Este efecto se correlacionó con un incremento de los niveles intracelulares de ROS 







Tras aplicar el protocolo de diferenciación ec23+BDNF, se observó que una 
considerable proporción de células tipo N se diferenciaron hacia un fenotipo neuronal, 
mostrando cuerpos con morfología piramidal y desarrollando un elevado número de 
neuritas largas y finas con amplia arborización. Sin embargo, las células tipo S formaron 
pequeños agregados de células redondeadas y refringentes, pero sin presentar 
cambios morfológicos de diferenciación. Además, el porcentaje de dichas células tipo S 
se fue incrementando progresivamente durante el periodo de diferenciación, dando 
lugar a cultivos con una excesiva proporción de células de este tipo. Aunque este 
comportamiento celular durante la diferenciación de las células SH-SY5Y ha sido 
descrito previamente por otros autores (Encinas M, 2000), para nuestro estudio 
supuso una verdadera limitación. Por este motivo, con la finalidad de obtener una 
población de células diferenciadas homogénea y, siguiendo las consideraciones 
descritas previamente por otros autores (Kovalevich J, 2013), se sometió a los cultivos 
celulares a una ligera tripsinización, lo que permitió seleccionar las células menos 
adherentes (tipo N) y eliminar así las células tipo epitelial (tipo S). 
De este modo, podemos concluir que nuestro modelo de diferenciación ec23 + BDNF 
es un modelo reproducible y válido para estudios in vitro de toxicidad neuronal 
(Cordero M, 2015) y que constituye una buena alternativa al modelo clásico de 
diferenciación ATRA+BDNF, no habiendo encontrado en la bibliografía ninguna otra 
referencia publicada con dicho tipo de modelo de diferenciación. 
Una vez establecido nuestro protocolo de diferenciación y obtenido un cultivo 
enriquecido en células tipo N, procedimos al estudio del efecto del estrés oxidativo 
sobre las SH-SY5Yd. Las neuronas son células muy sensibles  al estrés oxidativo debido 
a su elevado consumo de oxígeno durante su metabolismo, la presencia en sus 
membranas de ácidos grasos poliinsaturados que actúan como sustrato durante la 
peroxidación lipídica y sus bajos niveles de antioxidantes endógenos, como el GSH 
(Souza Ferreira ME, 2015; Wang X, 2010). Basándonos en nuestros resultados previos 
−tomando como referencia el valor de IC50 obtenido en nuestros experimentos− y los 
valores detectados en diferentes estudios sobre procesos inflamatorios (Jain M, 2000; 
Roy S, 2006), utilizamos como modelo de inducción de estrés oxidativo la 






Al igual que lo descrito por otros investigadores (Ramalingam M, 2016), el tratamiento 
de las SH-SY5Yd con H2O2 provocó un descenso en la viabilidad celular, descenso que 
está en concordancia con un incremento significativo de los niveles de ROS. Además, 
mediante técnicas de inmunohistoquímica, observamos que el incremento de ROS 
inducido por el H2O2 estaba asociado con una tendencia a la agrupación celular y a la 
formación de vesículas axonales, lo cual coincide con la degeneración axonal en 
cultivos primarios de neuronas descrita en otros estudios (Fukui K, 2011). Diversos 
autores han señalado que la exposición a H2O2 induce la inhibición del transporte de las 
vesículas derivadas del aparato de Golgi y, más aún, del transporte mitocondrial. Este 
efecto es dosis-dependiente y, a concentraciones altas, como la que empleamos en 
nuestro estudio (0.25 mM de H2O2), dicha inhibición es rápida y severa, contribuyendo, 
según Fang y cols., a la degeneración axonal y a la consecuente muerte celular (Fang C, 
2012). 
En los estudios de electrofisiología llevados a cabo mediante la técnica de patch clamp 
se registró una menor capacitancia en las células SH-SY5Yd sometidas a estrés 
oxidativo. La capacitancia es un indicador del área de la superficie de membrana 
celular (Castano J, 2014), por lo que dichos resultados concuerdan con las alteraciones 
morfológicas observadas en las SH-SY5Yd dañadas por el H2O2. Estos resultados 
demuestran que los niveles elevados de ROS también afectan a las propiedades 
electrofisiológicas de las neuronas diferenciadas. De acuerdo con esto, la menor 
amplitud de la corriente medida en los canales de K+ voltaje-dependientes de las 
células SH-SY5Yd dañadas por el H2O2, podría ser una consecuencia de la disminución 
de la arborización neuronal, ya que dichos canales se encuentran distribuidos a través 
de toda la membrana celular (Tosetti P, 1998). Por otro lado, también se midieron los 
potenciales de membrana en reposo de las células SH-SY5Yd oxidadas, no 
observándose diferencias significativas con los valores obtenidos en las SH-SY5Yd 
control. Sin embargo, los valores de la resistencia de membrana registrados en las 
células SH-SY5Yd oxidadas fueron menores que los registrados en las células control. 
Este resultado puede explicarse porque, aunque la disminución de la actividad de los 
canales iónicos está relacionada con una mayor resistencia de la membrana, la 
peroxidación lipídica resultado del estrés oxidativo generado por el H2O2, debilita la 






El conjunto de todos estos datos indica que los cambios morfológicos y fisiológicos 
inducidos por el H2O2 en este modelo neuronal, pueden ser un buen reflejo del estado 
inicial de un proceso neurodegenerativo. En particular, incidiendo en lo señalado 
previamente, se ha sugerido también por otros autores que la formación de vesículas 
axonales es una señal temprana de daño celular y degeneración neuronal (Fukui K, 
2011). 
Después de estudiar el efecto del estrés oxidativo sobre las células SH-SY5Yd, se 
planteó la utilización de la terapia celular con MSCs, considerada una de las potenciales 
estrategias terapéuticas más relevantes para paliar las patologías neurodegenerativas, 
como se ha indicado previamente (Tolar J, 2010; Zhao S, 2010). Se ha descrito que el 
posible carácter neuroprotector de estas células estaría relacionado con su capacidad 
antioxidante y la actividad paracrina de su secretoma, secreción bioactiva de un amplio 
panel de moléculas, entre las que se encuentran citoquinas anti-inflamatorias (como la 
interleucina 10, factor estimulante de colonias granulocito-macrófago e interferón 
alfa), factores de crecimiento neurotróficos (NGF, neurotrofina 3, GDNF y BDNF, entre 
otros) y otros factores tróficos (VEGF, HGF, FGF-2, FGF-20, etc), microRNAs y 
componentes de la matriz extracelular (como el colágeno y la fibronectina (Tanna T, 
2014; Klimczak A, 2016). 
En nuestro estudio trabajamos con las ADSCs, que presentan la ventaja de ser 
fácilmente accesibles mediante métodos de obtención poco invasivos (Konno M, 
2013). Además, se han descrito algunas diferencias entre las características específicas 
de las MSC y las ADSCs, tales como la existencia de pequeñas diferencias en su 
inmunofenotipo, capacidad de diferenciación, propiedades inmunomoduladoras, 
proteoma y transcriptoma. Las ADSCs parecen ser más estables en cultivos a largo 
plazo, muestran una viabilidad importante y senescencia menor, tienen una mayor 
capacidad de proliferación y mantienen una alta tasa de diferenciación en el cultivo a 
largo plazo con respecto a las MSCs (Kern S, 2006; Izadpanah R, 2006). 
Estudiamos el efecto de las ADSCs sobre las SH-SY5Yd oxidadas mediante dos 
estrategias: i, el co-cultivo de ambos tipos celulares y ii, el tratamiento con medio 
acondicionado (ADSC-MA) de las neuronas oxidadas. En el primer caso, en presencia de 
ADSCs, la población de SH-SY5Yd sometidas a estrés oxidativo recuperó su viabilidad 






ejercieron su efecto neuroprotector en condiciones de co-cultivo, en ausencia de SBF y 
sin contacto celular, se puede concluir que las ADSCs actuaron mediante el 
mencionado mecanismo paracrino. Este efecto pudo ser comprobado con el 
subsiguiente tratamiento con ADSC-MA, el cual indujo la recuperación de la viabilidad 
de las SH-SY5Yd estresadas hasta niveles similares a los del control, de igual manera 
que el efecto obtenido mediante el co-cultivo con ADSCs. Este efecto promotor de la 
supervivencia de dichas células neuronales se correlacionó con una reducción 
significativa de sus niveles de ROS derivado de la acción antioxidante del ADSC-MA. 
Otra evidencia de dicho efecto neuroprotector del ADSC-MA es la mejora significativa 
de la morfología de las células SH-SY5Yd oxidadas, demostrado mediante la técnica 
inmunohistoquímica para la detección de NF-200. De hecho, se observó una 
morfología axonal normal, con ausencia de vesículas axonales y sin presencia de 
agrupaciones celulares −características de las SH-SY5Yd oxidadas no tratadas−, lo cual 
es fruto del efecto neurotrófico de dicho MA. 
Con el objetivo de estudiar los mecanismos que explican el efecto regenerador del MA 
por ADSCs, se procedió al análisis de su contenido mediante ELISA, observándose la 
presencia de BDNF a una concentración similar a la descrita por otros autores (Liang C, 
2014). Este resultado concuerda con datos previos, según los cuales la supervivencia de 
las células SH-SY5Y depende de la presencia de factores de crecimiento neurotróficos, 
en particular de BDNF, cuya eliminación del medio de cultivo conduce a las células a la 
apoptosis (Encinas M, 2000). 
Por otro lado, los estudios electrofisiológicos mostraron que el tratamiento con    
ADSC-MA indujo un incremento de la capacitancia celular y de la amplitud de las 
corrientes de K+ voltaje dependientes respecto a la obtenida en las células SH-Y5Yd 
oxidadas sin tratamiento. Estos datos permiten concluir que el efecto neuroprotector 
del ADSC-MA restaura las propiedades funcionales de las células SH-SY5Yd después de 
su exposición al H2O2. 
En definitiva, nuestros resultados muestran que el empleo terapéutico del ADSC-MA, 
es una estrategia eficaz para la recuperación morfológica y funcional de las SH-SY5Yd 
sometidas a estrés oxidativo. 
En el presente estudio, además de demostrar el papel del ADSC-MA en la 






antioxidantes pudiera posibilitar un mayor grado de recuperación de estas células tras 
su exposición al estrés oxidativo. 
La utilización de agentes antioxidantes es una estrategia terapéutica, a priori, plausible 
que tiene como finalidad contrarrestar el daño neuronal mediado por el estrés 
oxidativo ocasionado por el incremento de los ROS que, como ya ha sido señalado 
previamente, es una característica fisiopatológica común en múltiples enfermedades 
neurológicas. Numerosos estudios in vitro y preclínicos in vivo de modelos de patología 
neuroinflamatoria y neurodegenerativa han obtenido resultados prometedores con la 
aplicación de la terapia antioxidante (Kim GH, 2015). Sin embargo, a pesar de los 
esperanzadores efectos observados en dichos estudios preclínicos, no se ha observado 
una eficacia significativa de estos agentes en los ensayos clínicos realizados con 
pacientes con diferentes enfermedades neurodegenerativas. Entre las posibles causas 
de la ausencia de eficacia clínica de estos productos se han descrito las siguientes: la 
existencia de múltiples rutas del metabolismo de los ROS, las cuales interactúan entre 
sí; una señalización redox común, tanto en estado de salud como de enfermedad; la 
dificultad que puede suponer la barrera hematoencefálica para el paso de estas 
sustancias al cerebro; la administración  de una dosis insuficiente y la utilización de 
pautas de administración inapropiadas (Carvalho AN, 2017). En la actualidad, se siguen 
llevando a cabo estudios con compuestos naturales y sintéticos con actividad 
antioxidante y neuroprotectora (Chiurchiu V, 2016), entre los que destacan los 
siguientes: inductores de la síntesis de GSH, como la N-acetilcisteina (Deepmala D, 
2015); inhibidores NOX, como la apocinina, el celastrol y el difeneleneiodonium (Sorce 
S, 2012; Jaquet V, 2009; Jaquet V, 2011; Wind S, 2010), y compuestos que estimulan la 
expresión de antioxidantes endógenos a través de la activación del factor de 
transcripción nuclear derivado de eritrocitos tipo 2 (Nrf2), como los polifenoles 
(resveratrol y curcumina), el sulforano (Rege SD, 2015) y el dimetil fumarato 
(recientemente aprobado por la FDA y la EMA; Wang Q, 2015). Sin embargo, todavía 
son necesarios más estudios para valorar su potencial terapéutico y posible aplicación 
clínica (Chiurchiu V, 2016). 
En nuestro estudio seleccionamos la NAC, un precursor de la cisteina que, además de 
incrementar la síntesis de glutatión (el mayor antioxidante endógeno en el cerebro), 
interacciona directamente con los radicales libres. Numerosos autores han investigado, 






2015; Rushworth GF, 2014), la capacidad de la NAC para neutralizar el desequilibrio 
redox en neuronas, sugiriendo su empleo como un agente antioxidante en varias 
enfermedades neurológicas, incluida la enfermedad de Alzheimer (Adair J, 2001). Sin 
embargo, nuestros resultados demuestran que el tratamiento aislado con NAC, aunque 
reduce el estrés oxidativo mediante un marcado y significativo descenso de los niveles 
de ROS, no evita la presencia de vesículas axonales, ni restablece la viabilidad celular. 
Desde un punto de vista de la actividad electrofisiológica, la NAC tampoco modifica la 
capacitancia celular, ni la amplitud de las corrientes de K+ voltaje dependientes 
registradas en las células SH-SY5Yd después de su exposición al H2O2. Nuestros datos 
sugieren que el uso de este antioxidante, administrado de forma aislada, es 
insuficiente para reparar el daño causado por el estrés oxidativo, siendo necesarios 
mecanismos adicionales que promuevan la recuperación de la funcionalidad de las 
neuronas dañadas. 
Por otra parte, quisimos evaluar el efecto de la adición de la NAC al ADSC-MA sobre las 
neuronas dañadas. Se ha descrito que el pretratamiento de MSCs con NAC incrementa 
su capacidad antioxidante para reducir los niveles de ROS, sugiriendo que este fármaco 
podría potenciar su actividad frente al estrés oxidativo (Wang Q, 2013). En nuestro 
estudio, esta combinación produjo un efecto contraproducente, reduciendo la eficacia 
terapéutica del ADSC-MA, de modo que se mantuvo la presencia de las vesículas 
axonales, las alteraciones electrofisiológicas y una menor viabilidad celular, en 
comparación con las células tratadas exclusivamente con dicho ADSC-MA. Este efecto 
se correlacionó con una reducción muy significativa de los niveles de ROS, lo que 
sugiere que la reducción drástica de dichos niveles, ejercida por la adición de NAC, 
podría neutralizar la acción neuroregeneradora del ADSC-MA. 
Nuestros resultados coinciden con el moderno concepto de mitohormesis (Ristow M, 
2014), según el cual, niveles altos de ROS causan efectos perjudiciales en las células, 
mientras que niveles moderados de ROS permiten el desarrollo de procesos celulares 
críticos para proteger a las mismas contra el estrés oxidativo inducido por los ROS 
(Valko M, 2007). En este sentido, el ADSC-MA podría favorecer la homeostasis redox 
con unos niveles de ROS adecuados que favorezcan el proceso de regeneración celular, 






Además, se ha demostrado que, como moléculas señalizadoras, los ROS resultan 
fundamentales para inducir la fosforilación de los receptores de factores de 
crecimiento como el BDNF (Li J, 2013). Por esta razón, una estrategia de disminución 
dramática de los niveles de ROS, como la que producen ciertos antioxidantes 
exógenos, podría ser un enfoque terapéutico equivocado (Xiong W, 2015). De hecho, 
los ROS son necesarios para activar la vía de señalización Nrf2-ARE, una de las 
principales rutas de transcripción en la defensa celular contra el estrés oxidativo y que 
promueve la supervivencia neuronal (Xiong W, 2015; Prasad KN, 2016). Entre los genes 
cuya expresión parece verse afectada por Nrf2, se encuentran los relacionados con la 
homeostasis redox celular, la proliferación celular, la apoptosis y la respuesta 
inflamatoria (Kwak M, 2003; Thimmulappa R, 2002). Además, el eje tiorredoxina/Nrf2 
se encuentra regulado positivamente por la sobreexpresión de BDNF, factor 
neurotrófico que, como hemos señalado anteriormente, está presente en el ADSC-MA 
(Chen T, 2017). Por lo tanto, es plausible hipotetizar que el efecto neuroprotector del 
ADSC-MA pudiera estar mediado, al menos en parte, por la activación de Nrf2, la cual 
podría ser inhibida por la adición de NAC. 
Por estos motivos, y basándonos en otros modelos de daño oxidativo en neuronas, en 
los que se ha encontrado que el pretratamiento con BDNF atenúa el daño celular a 
través de mecanismos antioxidantes y antiapoptóticos (Hachem LD, 2015; Koh E, 
2017), decidimos emplear el BDNF como tratamiento para comprobar su capacidad de 
revertir el estrés oxidativo generado por el H2O2, y observar si éste pudiera ser una de 
las razones de la capacidad neuroprotectora del ADSC-MA. Observamos que el efecto 
de la administración de BDNF sobre la recuperación de las células SH-SY5Yd sometidas 
a estrés oxidativo, fue muy similar al observado con el tratamiento con ADSC-MA, 
obteniéndose unos parámetros morfológicos, electrofisiológicos y unos niveles de ROS 
muy semejantes. Si bien, la viabilidad celular fue ligeramente superior en el caso del 
ADSC-MA, no se observaron diferencias significativas entre ambos tratamientos. La 
ligera ventaja del tratamiento con ADSC-MA frente al BDNF, puede deberse a la 
presencia en dicho MA de otros factores neurotróficos, como GDNF y TGFβ1, los cuales 
también ejercen un efecto neuroprotector, según han descrito otros autores (Ribeiro 
CA, 2011; Cova L, 2010; Mctigue D, 2000). Tanto estos como otros factores de 
crecimiento (factor de crecimiento endotelial, factor de crecimiento hepatocitario, 






crecimiento nervioso y factor de células madre) han sido identificados previamente en 
el ADSC-MA (Salgado AJ, 2015). 
Por último, analizamos el efecto del tratamiento combinado ADSC-MA+BDNF, con la 
finalidad de conocer si la adición de BDNF al ADSC-MA pudiera incrementar la actividad 
terapéutica de dicho MA. Nuestros resultados mostraron que la viabilidad de las SH-
SY5Yd oxidadas y tratadas con ADSC-MA + BDNF alcanzó niveles biológicos similares a 
los obtenidos con el tratamiento aislado con ADSC-MA y que los niveles de ROS 
también se redujeron hasta niveles semejantes. Del mismo modo, el análisis 
electrofisiológico también mostró características parecidas a las obtenidas con el 
tratamiento aislado de ADSC-MA, produciéndose un aumento significativo de la 
capacitancia celular y de la amplitud de las corrientes de K+ voltaje dependiente 
respecto a las células SH-Y5Yd oxidadas sin tratamiento. Además, la técnica 
inmunohistoquímica para la detección de NF-200 mostró una mejora significativa de 
las células SH-SY5Yd oxidadas y tratadas con ADSC-MA + BDNF, observándose una 
morfología axonal normal (sin presencia de vesículas axonales) y ausencia de 
agrupaciones celulares. 
Los resultados obtenidos sugieren que la adición de BNDF al ADSC-MA no supone 
ninguna ventaja terapéutica, probablemente debido a que en la composición del  
ADSC-MA la concentración de BDNF es suficiente y, el incremento de la misma no 
añade mayor beneficio. 
En resumen, la secreción paracrina de las ADSCs hace de ellas y de su secretoma unas 
buenas candidatas para revertir el daño neuronal ocasionado por el estrés oxidativo, 
así como el mantenimiento de un estado redox específico, lo cual puede ser clave para 
preservar la funcionalidad neuronal. Además, consideramos que la estrategia 
terapéutica que incluye sustancias antioxidantes puede ser un enfoque clínico útil para 
el tratamiento de las enfermedades neurodegenerativas, pero puede presentar dos 
limitaciones: en primer lugar, como terapia aislada puede ser insuficiente y, en 
segundo lugar, la adición de dichas sustancias al tratamiento con ADSC/ADSC-MA 














































1. La exposición de las células SH-SY5Y a los agentes ec23 + BDNF induce una 
óptima diferenciación hacia un fenotipo neuronal, con una amplia arborización 
de neuritas largas y finas, lo que constituye un modelo reproducible y válido 
para estudios in vitro de toxicidad neuronal. 
2. La exposición de las células SH-SY5Yd a 0.25 mM de H2O2 provoca un aumento 
significativo de los niveles de ROS, que se correlaciona con la alteración de los 
patrones morfológico — vesículas axonales relacionadas con la degeneración 
neuronal — y electrofisiológico característicos de dicha población diferenciada. 
3. Las ADSCs, en condiciones de co-cultivo en ausencia de suero, inducen la 
recuperación de la viabilidad  de las células SH-SYH5d previamente sometidas a 
estrés oxidativo. 
4. Las ADSCs, privadas de suero bovino fetal durante 48 horas, acondicionan el 
medio de cultivo, cuyo contenido incluye las neurotrofinas BDNF y el GDNF. 
5. El tratamiento con ADSC-MA de las células SH-SY5Yd sometidas a estrés 
oxidativo, disminuye de forma moderada los niveles intracelulares de ROS e 
induce la recuperación de los patrones morfológico — reducción significativa 
de vesículas axonales — y electrofisiológico normales, y la viabilidad de dichas 
células. 
6. En las células SH-SY5Yd sometidas a estrés oxidativo, el tratamiento con NAC 
provoca un descenso significativo de los niveles de ROS, pero no permite 
recuperar los patrones biológicos anteriormente mencionados, ni restablece la 
viabilidad celular. 
7. La eficacia terapéutica del ADSC-MA sobre las células SH-SY5Yd sometidas a 
estrés oxidativo, se ve reducida por la adición de NAC a dicho tratamiento, lo 
cual se correlaciona, al menos en parte, con una drástica reducción de los 
niveles intracelulares de ROS producida por dicha combinación terapéutica. 
8. En las células SH-SY5Yd sometidas a estrés oxidativo, la adición de BDNF al 
tratamiento con ADSC-MA no supone ningún beneficio terapéutico adicional 
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